Identificación y caracterización de antígenos específicos del estadio de bradizoíto de "Neospora caninum" by Risco Castillo, Verónica
 UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE VETERINARIA 







IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 
ANTÍGENOS ESPECÍFICOS DEL ESTADIO DE 
BRADIZOÍTO DE “NEOSPORA CANINUM”
 
                          
 
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR
 




Bajo la dirección de los doctores 






• ISBN:  

 UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID  
FACULTAD DE VETERINARIA  
  
 








IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ANTÍGENOS 
















Dña. Verónica Risco Castillo  
Madrid, 2008 

































 Memoria presentada por Dña. Verónica Risco 
Castillo para optar al grado de Doctor por la 
Universidad Complutense de Madrid 
 





D. Luis Miguel Ortega Mora, Doctor en Veterinaria y catedrático de 
Universidad adscrito al Departamento de Sanidad Animal de la Facultad de 
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, y Dña. Aurora 
Fernández García, Doctora en Veterinaria del Centro Nacional de Microbiología 








Que la tesis doctoral titulada: “Identificación y caracterización de 
antígenos específicos del estadio de bradizoíto de Neospora caninum” que 
presenta la licenciada en Veterinaria Dña. Verónica Risco Castillo, para optar al 
grado de Doctor por la Universidad Complutense de Madrid con mención 
europea, ha sido realizada en las dependencias del departamento de Sanidad 
Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid 
bajo su supervisión y cumple todas las condiciones exigidas para optar al grado de 
Doctor por la Universidad Complutense de Madrid con mención europea. 
 
De acuerdo con la normativa vigente, firmamos el presente certificado, 
autorizando su presentación como directores de la mencionada tesis doctoral. 
 




             
 







"Advertir la vida mientras se vive, 
alcanzar a vislumbrar su implacable 
grandeza, disfrutar del tiempo y de las 
personas que lo habitan, celebrar la vida 
y el sueño de vivir, ése es su arte". 
 












"Animals are unpredictable things, and 
so our life is unpredictable. It's a long 
tale of little triumphs and disasters and 
you've got to really like it to stick it." 
 





















Han sido unos cuantos años los que han transcurrido desde que inicié mi 
recorrido en el mundo de la neosporosis, y en todo este tiempo han sido (y siguen 
siendo) tantas las personas que me han acompañado en mi búsqueda por 
alcanzar la superación personal y profesional que espero poder transmitirles a 
través de estas líneas todo mi agradecimiento y el reconocimiento que ellas se 
merecen. 
 
A Luis, mi director de tesis, por su incuestionable dedicación, guía y apoyo 
durante todo el desarrollo de esta tesis doctoral. Gracias, por haber depositado tu 
confianza en mi y darme la oportunidad de formar parte de tu grupo de 
investigación, por saber inspirar en nosotros valores tan importantes como el 
trabajo en equipo, la responsabilidad y la solidaridad, y por ser el ejemplo idóneo 
que demuestra que ser jefe y amigo es posible. 
 
A Aurora, mi otra directora, mi mentora y maestra en el apasionante mundo de 
los bradizoítos. No tengo palabras para agradecer tu amistad, tu ayuda y 
sobretodo tu habilidad para enseñarme cosas que jamás pensé que sería capaz de 
entender. Siempre te estaré agradecida por ser tan paciente a pesar de mis 
torpezas, ofreciéndome palabras de aliento en el momento oportuno y 
brindándome una amistad que atesoraré el resto de mi vida. 
 
A Gema, Esther y Vanesa, gracias por su calurosa bienvenida al grupo SALUVET 
y por acogerme con mis excentricidades, os agradezco el haber sido y seguir 
siendo mis amigas y compañeras, por vuestro apoyo y consejos constantes y 
siempre acertados.  
 
A Inma, Silvia y Javier (Lobo), no sé que hubiera sido de mí sin nuestras charlas 
intentando responder mis dudas y por esos momentos “filosóficos”. Son los 
mejores compañeros que alguien puede tener y me siento realmente afortunada 
de trabajar con vosotros.  
 
A Susana, Javier, Ignacio y Cinta, por ofrecerme vuestra experiencia y solventar 
siempre mis dudas. Gracias por “echarme un cable” cuando no era capaz de 
encontrar las respuestas. 
 
A Adri, Vir y Fran (Kiko), por vuestra amistad y complicidad en las buenas y en 
las malas, por haberme enseñado a “desconectar” y hacerme sentir en casa, feliz y 
afortunada a pesar de las arduas jornadas de trabajo. 
 
A la nueva cantera saluvetiana: Elena, Javier Moreno, Claudia, Ofelia y Jesús 
Alberto; y a los que ya no están en el laboratorio: Cris, Ana, Isabel, Fran (Paca), 
Esther, Andrea, Raquel, Jesús, Rinaldo, Sonia, Clara, Enrique, Arancha, Belén, 
Dévora, Paula, José Miguel, María Díaz, Martha, Itsaso, Vanessa y María 
  
Mogedas. Vuestra amistad será siempre mi fuente de inspiración y gracias a todos 
vosotros la frase “un amigo, un tesoro“ cobra para mi más sentido que nunca. 
 
A Mercedes, Chema e Isabel, por su invaluable apoyo e inagotable entusiasmo, 
por ser modelo de profesionalismo y camaradería como cualidades sinérgicas y 
pautas para llegar a ser un científico de calidad.  
 
Gracias a José María Bautista y al Departamento de Bioquímica II, a Ana Vicente, 
al Centro de Asistencia a la Investigación (CAI) de la Universidad Complutense 
de Madrid, al Centro de Microscopía Electrónica del Instituto de Salud Carlos III, 
a Alberto Solis del Instituto de Investigaciones Biomédicas del CSIC, a Jesús 
Prieto y Pilar Redondo del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
(CNIO) y a todas las instituciones y centros que colaboraron en el desarrollo de 
las técnicas que forman parte integral de esta tesis doctoral. 
 
I’m deeply in debt to Dr. Andrew Hemphill and all the people from the Institut 
fur Parasitologie at Bern Universität (Switzerland). I thank Andrew for his helpful 
guidance on electronic microscopy, for his priceless advice that shared with me 
both times he allowed me to join his laboratory and for the worthy and joyful 
time I shared with all members of his team. 
 
Finalmente, quiero agradecer y dar todo el mérito que se merece a mi familia. A 
mi padre, el ángel que despertó en mi el interés por la veterinaria y quien guía 
siempre mis pasos. A mi madre, por ser quien me inspira perseverancia y 
dedicación en todo lo que me propongo. A mis hermanos, por su fraternidad, su 
amistad y lealtad para toda la vida. 
 
La realización de esta tesis doctoral ha sido posible gracias a la subvención de la 
Unión Europea (QLRT-CT-2001-01050), el Ministerio de Ciencia y Tecnología de 
España (AGL-2004-02529) y al apoyo económico otorgado a través de la Agencia 









INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS ................................................................. 1 
1. NEOSPORA CANINUM Y NEOSPOROSIS ....................................................... 3 
1.1 Clasificación y biología de Neospora caninum ............................... 3 
1.2 Neosporosis bovina ......................................................................... 7 
1.3 Neosporosis en otras especies ...................................................... 12 
2. LA CONVERSIÓN TAQUIZOÍTO-BRADIZOÍTO EN PROTOZOOS 
FORMADORES DE QUISTES. ..................................................................... 13 
2.1 Significación biológica .................................................................. 14 
2.2 Modelos experimentales de estudio in vivo e in vitro ................... 18 
2.3 Expresión diferencial de antígenos específicos de estadio ........... 20 
COMPARATIVE ANALYSIS OF STRESS AGENTS IN A SIMPLIFIED IN VITRO 
SYSTEM OF Neospora caninum BRADYZOITE PRODUCTION ................. 31 
ABSTRACT ................................................................................................... 33 
1. INTRODUCTION ....................................................................................... 34 
2. MATERIAL AND METHODS ......................................................................... 35 
Cell cultures and parasite ................................................................... 35 
Antibody reagents .............................................................................. 35 
In vitro induction of stage conversion ................................................ 35 
Conversion measurement assays ....................................................... 36 
Transmission electron microscopy ..................................................... 36 
3. RESULTS ................................................................................................ 37 
4. DISCUSSION ........................................................................................... 37 
ACKNOWLEDGMENTS .................................................................................... 40 
REFERENCES ................................................................................................ 40 
TABLES AND FIGURES. .................................................................................... 43 
IDENTIFICATION AND MOLECULAR CLONING OF THE Neospora caninum 
SAG4 GENE SPECIFICALLY EXPRESSED AT BRADYZOITE STAGE ............. 47 
ABSTRACT ................................................................................................... 49 
1. INTRODUCTION ......................................................................................... 50 
2. MATERIALS AND METHODS ......................................................................... 50 
Cell cultures and parasites ................................................................. 50 
Nucleic acid isolation .......................................................................... 51 
PCR ..................................................................................................... 51 
RT-PCR ................................................................................................ 52 
Genome walking ................................................................................. 52 
Sequence analysis ............................................................................... 53 
Expression of recombinant NcSAG4 ................................................... 53 
SDS-PAGE and Western blot analysis ................................................. 54 
Polyclonal mouse anti-rNcSAG4 serum production ............................ 54 
Immunofluorescence .......................................................................... 54 









Isolation of NcSAG4 gene .................................................................... 54 
Predicted NcSAG4 protein sequence analysis ..................................... 55 
NcSAG4 recombinant protein expression (rNcSAG4) .......................... 55 
Immunoreactivity of the recombinant antigen rNcSAG4. ................... 56 
Stage-specific NcSAG4 expression ....................................................... 56 
4. DISCUSSION .............................................................................................. 56 
ACKNOWLEDGMENTS ..................................................................................... 59 
REFERENCES ................................................................................................. 59 
TABLES AND FIGURES ..................................................................................... 62 
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BSR4, A NOVEL BRADYZOITE-
SPECIFIC GENE FROM Neospora caninum ............................................ 67 
ABSTRACT .................................................................................................... 69 
1. INTRODUCTION .......................................................................................... 70 
2. MATERIALS AND METHODS .......................................................................... 71 
Production of N. caninum bradyzoites ................................................ 71 
Nucleic acid isolation and sequencing................................................. 71 
Sequence analysis ............................................................................... 72 
RT-PCR ................................................................................................. 72 
Expression and purification of recombinant NcBSR4 .......................... 73 
Mass spectrometry analysis ................................................................ 74 
Polyclonal rabbit anti-rNcBSR4 sera production ................................. 74 
Immunofluorescence ........................................................................... 74 
Immunogold TEM ................................................................................ 75 
Immunohistochemistry ....................................................................... 75 
3. RESULTS ................................................................................................... 75 
Isolation and characterisation of the NcBSR4 gene ............................ 75 
Production and immunoreactivity of the NcBSR4 recombinant protein 
(rNcBSR4) ............................................................................................ 76 
Stage-specific NcBSR4 expression ....................................................... 76 
4. DISCUSSION .............................................................................................. 77 
ACKNOWLEDGMENTS ..................................................................................... 79 
REFERENCES ................................................................................................. 79 
TABLES AND FIGURES. .................................................................................... 84 
DISCUSIÓN GENERAL ........................................................................... 89 
CONCLUSIONES ................................................................................. 101 
RESUMEN .......................................................................................... 105 
1. RESUMEN  ............................................................................................107 
































Introducción y objetivos 
3 
 
1. Neospora caninum y NEOSPOROSIS 
 
Neospora caninum es un protozoo apicomplejo responsable de la enfermedad 
denominada neosporosis. Este parásito fue descrito por primera vez en el año 
1984 en Noruega, tras la observación por Bjerkas y col. de una encefalopatía 
mortal en perros, caracterizada por una encefalomielitis y una polimiositis 
causada, aparentemente, por un protozoo formador de quistes aún no 
identificado aunque similar a Toxoplasma gondii (Bjerkas y Presthus, 1989). 
Posteriormente, en 1988, Dubey y col. observaron el mismo parásito en perros con 
idéntica sintomatología y propusieron la descripción del nuevo género Neospora y 
la especie N. caninum (Dubey y col., 1988). En 1989 se describió por primera vez a 
N. caninum como agente causal del aborto bovino (Thilsted y Dubey, 1989) y 
estudios posteriores demostraron que este parásito es uno de los principales 
patógenos asociados a esta patología a nivel mundial (Anderson y col., 1991; Barr 
y col., 1991; Thornton y col., 1991).  
 
Actualmente, la comunidad científica trabaja intensamente en la comprensión 
de la biología y epidemiología de N. caninum, en un afán por desarrollar 
herramientas de diagnóstico y establecer medidas de control de la neosporosis 
(Dubey, 1999; Moore y col., 2005; Dubey y Schares, 2006; Ortega-Mora y col., 
2006b; Dubey y col., 2007). 
 
 
1.1 Clasificación y biología de Neospora caninum 
 
1.1.1 Taxonomía 
Neospora caninum se clasifica dentro del phylum Apicomplexa, clase 
Sporozoea, subclase Coccidia, orden Eucoccidiida, suborden Eimeriina y 
familia Sarcocystidae, junto con los géneros Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia, 
Frenkelia y Besnoitia (Dubey y col., 1988; Ellis y col., 1994). Esta clasificación ha 
sido confirmada mediante diversos análisis de genética molecular (Guo y 
Johnson, 1995; Marsh y col., 1995; Holmdahl y Mattsson, 1996; Homan y col., 
1997) y con la redescripción de N. caninum como especie distinta a otras de la 
familia Sarcocystidae (Dubey y col., 2002). 
 
Las características morfológicas y biológicas de N. caninum lo relacionan 
estrechamente con T. gondii. Este último posee un amplio espectro de 
hospedadores y una gran facilidad para ser mantenido in vitro en diferentes 
tipos celulares, mientras que N. caninum presenta cualidades similares aunque 
su espectro de hospedadores es más reducido. No obstante, se ha demostrado 
que ambos protozoos difieren tanto en su ultraestructura (Lindsay y col., 1993b) 
como en su composición genética y antigénica, hospedadores intermediarios, 
control inmunológico, tropismo tisular y comportamiento in vitro (Ellis y col., 




En 1998, Marsh y col. describen una segunda especie dentro del género 
Neospora, denominándola Neospora hughesi, que estaría asociada a encefalitis en 
equinos (Marsh y col., 1998). Sin embargo, al haberse detectado 
simultáneamente tanto quistes como la presencia de anticuerpos frente N. 
caninum (Lindsay y col., 1996; Daft y col., 1997; Dubey y col., 1999b), sería 
necesario esclarecer si los equinos afectados podrían estar infectados 
simultáneamente por ambas especies de Neospora.  
 
 
1.1.2 Estadios en el ciclo biológico 
Se han identificado tres estadios bien definidos en el ciclo biológico de N. 
caninum: los taquizoítos, los bradizoítos contenidos en los quistes tisulares y los 
esporozoítos que se encuentran en el interior de los ooquistes (Figura 1). 
 
Figura 1. Estadios en el ciclo biológico de N. caninum. A) Vacuola parasitófora con 
taquizoítos. B) Quiste tisular albergando bradizoítos. C) Ooquiste esporulado 
conteniendo dos esporoquistes con 4 esporozoítos cada uno (cortesía del Dr. Gereon 
Schares). D) Ooquiste sin esporular. 
 
Los taquizoítos pueden ser ovoides, con forma de luna o algo globulares y 
miden entre 3-7 m de largo y 1-5 m de ancho, dependiendo del momento de 
la división en que se encuentren (Dubey y col., 2002; Dubey y col., 2004a). 
Ultraestructuralmente, este estadio posee todas las organelas y cuerpos de 
inclusión característicos de los parásitos apicomplejos; la membrana 
citoplasmática presenta tres capas y un microporo, con numerosos 
microtúbulos (más de 20) que recorren longitudinalmente la superficie interna 
de la membrana. En los extremos se encuentran dos anillos polares anteriores y 
un anillo polar posterior y en el polo anterior se localiza el complejo apical 
conformado por el conoide, las roptrias y los micronemas. En el citoplasma 
también se distinguen el complejo de Golgi, el retículo endoplasmático, un 
núcleo, mitocondrias, ribosomas, gránulos densos y gránulos de amilopectina 
(Speer y Dubey, 1989; Lindsay y col., 1993b; Speer y col., 1999). 
 
Tras la invasión activa de la célula diana, el taquizoíto permanece en el 
interior de la misma rodeado por una vacuola parasitófora cuya membrana se 
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origina a partir de la superficie de la célula hospedadora y es modificada por el 
parásito poco después de la invasión. El taquizoíto secreta a su vez proteínas 
que originan una red tubular en el espacio intercelular dentro la vacuola 
(Hemphill y col., 1998) e inicia su proceso de división por endodiogenia (Speer 
y Dubey, 1989). 
 
Los bradizoítos miden aproximadamente de 5 a 8 m de largo y de 1 a 2 m 
de ancho y poseen las mismas organelas que el taquizoíto (Speer y Dubey, 1989; 
Dubey y col., 2004a). Sin embargo, en su interior el núcleo está en posición 
subterminal y posee menos roptrias y más gránulos de amilopectina. Este 
estadio se localiza dentro de los quistes tisulares formados en el espacio 
intracitoplasmático de una sola célula y suelen encontrarse en el tejido nervioso 
(Barr y col., 1991). Un quiste tisular puede alcanzar hasta 100 m de diámetro, 
con una pared quística gruesa y lisa en su cara externa, de hasta 4 m de 
espesor (Dubey y col., 2002). La pared en sí misma está formada por dos capas, 
una membrana citoplasmática externa y una lámina interna gruesa conformada 
por numerosas vesículas y gránulos unidos a la membrana (Bjerkas y Dubey, 
1991).  
 
En cuanto a los ooquistes de N. caninum, su lugar de producción no ha sido 
del todo elucidado, aunque se cree que es el epitelio entérico del hospedador 
definitivo, obteniéndose ooquistes sin esporular a partir de las heces de los 
hospedadores definitivos infectados. Este estadio tiene forma esférica o 
subesférica y mide 11,7 m de largo y 11,3 m de ancho, aproximadamente. La 
pared del ooquiste tiene entre 0,6 y 0,8 m de grosor y contiene 2 esporoquistes 
de 8,4 m de largo por 6,1 m de largo. Estos a su vez contienen 4 esporozoítos 
cada uno, siendo alargados y con un tamaño medio de 6,5 m de largo por 2,0 
m de ancho (McAllister y col., 1998; Lindsay y col., 1999b). También se ha 
descrito la presencia de un cuerpo residual esporoquístico (Lindsay y col., 
1999b).  
 
1.1.3 Ciclo biológico 
El ciclo biológico de N. caninum es heteroxeno, interviniendo dos tipos 
de hospedadores a fin de poder completar las fases sexual y asexual de su 
desarrollo (Figura 2). Hasta la fecha, sólo se ha confirmado el papel del perro 
(McAllister y col., 1998) y del coyote (Gondim y col., 2004c) como hospedadores 
definitivos. Por otro lado, además del ganado bovino y equino, se han 
identificado como hospedadores intermediarios a otros ungulados tales como 
ovinos (Dubey y Lindsay, 1990a), caprinos (Barr y col., 1992) y ciervos (Gondim 
y col., 2004b), pudiendo perros y coyotes actuar también como tales (Lindsay y 
col., 1999a; Gondim y col., 2004b). Asimismo, otras especies de animales 
domésticos (Moore, 2005) y silvestres (Woods y col., 1994; Gondim y col., 2004b; 
Dubey y Thulliez, 2005; Vianna y col., 2005) podrían ser potenciales 
hospedadores intermediarios. En ese sentido, aún queda por confirmar el papel 
del zorro rojo (Almería y col., 2002) y la rata parda (Huang y col., 2004) como 
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hospedadores de Neospora y su papel como reservorios de la enfermedad 
(Schares y col., 2002b; Gondim, 2006). 
 
 
Figura 2. Ciclo biológico de Neospora caninum (Adaptado de: www.neosporosis.com/ 
life-cycle-Neospora.asp). 
 
Aunque el ciclo biológico de N. caninum no ha sido completamente 
elucidado, se sabe que éste sería similar al de otros miembros de la familia 
Sarcocystidae con ciclo heteroxeno facultativo, siendo los taquizoítos y los 
bradizoítos las fases asexuales e intracelulares que se encuentran en el 
hospedador intermediario. Los taquizoítos, con una alta tasa de replicación, son 
capaces de infectar diversos tipos de órganos y tejidos, tales como cerebro, 
médula ósea, corazón, pulmón, hígado, riñón, membranas fetales, músculo 
esquelético, placenta y piel (Dubey y Lindsay, 1996; Maley y col., 2003; Almería 
y col., 2004; Dubey y col., 2006). La rápida división de los taquizoítos lleva a la 
lisis de la célula hospedadora y a su distribución por todo el organismo, 
provocando situaciones patológicas típicas de una infección aguda. 
 
Por otro lado, los taquizoítos son capaces de transformarse en 
bradizoítos en el hospedador intermediario. Estos bradizoítos son los 
responsables de la fase crónica de la infección y se caracterizan por su escasa o 
nula tasa de replicación y por su capacidad de permanecer latentes en la célula 
infectada dentro de quistes tisulares (Dubey, 1999). El hallazgo de quistes 
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tisulares en infecciones naturales ha confirmado el tropismo por el tejido 
nervioso en infecciones naturales y experimentales (Peters y col., 2000; Dubey y 
col., 2002) y en menor grado por el tejido muscular en el ganado bovino y en 
perros infectados naturalmente (Peters y col., 2001; Dubey y col., 2004a). 
 
Como hospedadores definitivos, los cánidos eliminan ooquistes con las 
heces (Basso y col., 2001; Slapeta y col., 2002; McGarry y col., 2003). Una vez 
expuestos al ambiente, estos ooquistes iniciarían su proceso de esporulación; 
sin embargo, no se conoce con exactitud la fase entero-epitelial de N. caninum. 
Por otro lado, se ha descrito la observación de formas esquizogónicas en 
cultivos de quistes tisulares (Dubey y col., 2004a) y se ha confirmado que éstos 
se forman a partir de la ingestión de quistes tisulares conteniendo bradizoítos 
(Lindsay y col., 1999a).  
 
1.2 Neosporosis bovina 
1.2.1 Prevalencia  
 Neospora caninum es considerado como uno de los principales agentes 
productores de aborto en el ganado bovino (Dubey, 2005; Dubey y Schares, 
2006; Dubey y col., 2007) y diversos estudios epidemiológicos han demostrado 
su distribución cosmopolita. La información recopilada hasta el momento 
señala altas tasas de seroprevalencia en rebaños tanto de ganado lechero como 
de carne, que en algunos casos se acerca al 100% (Dubey y Schares, 2006). 
Asimismo, se ha detectado la presencia del parásito en fetos abortados en 
diversos países (Ortega-Mora y col., 2006b), aunque en muchos casos esta 
información procede de hallazgos ocasionales o solo tras la observación de 
lesiones histopatológicas compatibles con neosporosis, sin que se llegara a 
observar al parásito (Baszler y col., 1999; Pitel y col., 2001a; Collantes-Fernández 
y col., 2002a). 
 
1.2.2 Impacto económico 
Diversos estudios han demostrado que la neosporosis bovina ocasiona 
pérdidas económicas de gran importancia en la industria lechera debidas, además 
del aborto, a una disminución en la capacidad de reposición en los rebaños 
afectados (Trees y col., 1999). En España, la repercusión económica de esta 
enfermedad en el ganado bovino de aptitud lechera o cárnica se pone de 
manifiesto por las altas tasas de seroprevalencia (Quintanilla-Gozalo y col., 1999; 
Bartels y col., 2006) y la participación de N. caninum en casos de aborto (Pereira-
Bueno y col., 2003).  
 
1.2.3 Transmisión 
Hasta el momento, se han descrito dos posibles modos de transmisión 
de la neosporosis bovina. La transmisión horizontal, vía oral, ocurre tras la 
ingestión de ooquistes esporulados (Wouda y col., 1999; Dijkstra y col., 2001; 
Dijkstra y col., 2002; Schares y col., 2002); mientras que la transmisión vertical 
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ocurriría por el paso de los taquizoítos desde las madres infectadas a los fetos 
vía transplacentaria.  
 
La transmisión vertical transplacentaria de Neospora en el ganado 
bovino parece ser el principal modo por el cual la infección se mantendría en un 
rebaño con neosporosis endémica, pudiendo acontecer en gestaciones sucesivas 
de un mismo animal (Barr y col., 1993) y favoreciendo la propagación de la 
enfermedad (Anderson y col., 2000). Este modo de transmisión transplacentaria 
origina la aparición de abortos y el nacimiento de crías congénitamente 
infectadas, que pueden o no presentar sintomatología nerviosa (Barr y col., 
1993), manteniéndose la infección dentro del rebaño (Anderson y col., 2000).  
 
La infección transplacentaria endógena por reactivación de la infección 
en una madre crónicamente infectada (Trees y Williams, 2005), se presenta 
como una forma altamente eficiente para el mantenimiento de la infección 
dentro del rebaño, hecho que ha sido demostrado a través de varios estudios 
seroepidemiológicos (Schares y col., 1998; Davison y col., 1999). Por otro lado, 
se ha confirmado experimentalmente la existencia de transmisión 
transplacentaria exógena por medio de la inoculación intravenosa de 
taquizoítos (Williams y col., 2000) o la ingestión de ooquistes de N. caninum 
(Gondim y col., 2004a) en madres expuestas por primera vez al parásito. 
 
En cuanto a la transmisión horizontal, se ha postulado que la infección 
en el perro ocurriría tras la ingestión de tejidos fetales o placenta infectados con 
quistes tisulares (Dijkstra y col., 2002a) ya que la resistencia del bradizoíto a 
tratamientos con pepsina y ácido clorhídrico hace suponer su capacidad 
infectante tras su ingestión (Lindsay y Dubey, 1990). Así, el consumo de pastos 
contaminados con ooquistes eliminados por el perro sería una de las 
posibilidades de producción de infección para el ganado bovino y una forma de 
transmisión postnatal (De Marez y col., 1999; Trees y col., 2002). Por otro lado, 
aunque diversos estudios epidemiológicos retrospectivos han demostrado que 
exposiciones puntuales del ganado a una fuente externa del parásito pueden 
ocasionar un brote de abortos asociados a neosporosis (McAllister y col., 1996a; 
Dijkstra y col., 2002b), se cree que esta ruta posee una importancia 
relativamente baja dentro del contexto de la epidemiología de la neosporosis 
(Bergeron y col., 2000). 
 
Experimentalmente, se han observado otras vías de transmisión de la 
infección en el ganado bovino cuya importancia natural es baja o, en todo caso, 
se desconoce. En este sentido, se ha demostrado la transmisión del parásito tras 
la ingestión de calostro o leche contaminada con taquizoítos (Uggla y col., 1998; 
Davison y col., 2001); y se ha detectado ADN del parásito en semen bovino 
(Ortega-Mora y col., 2003; Caetano-da-Silva y col., 2004; Ferre y col., 2005), lo 
que haría factible la transmisión venérea del parásito a novillas (Serrano y col., 
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2006) aunque para que ello ocurriese la concentración de taquizoítos en semen 
tendría que ser elevada (Serrano-Martínez y col., 2007). 
 
1.2.4 Factores de riesgo 
Para la identificación de los factores de riesgo asociados a la 
neosporosis y a la presencia de aborto relacionado con ésta, se han llevado a 
cabo análisis retrospectivos basados en estudios epidemiológicos transversales 
o de caso-control (Pare y col., 1998; Wouda y col., 1999; Hobson y col., 2005) que 
han identificado una serie de variables como factores de riesgo de infección, 
tales como la presencia de cánidos, la edad y el tipo de manejo del ganado, 
entre otros. Entre éstos, la presencia y número de perros en contacto con el 
rebaño han mostrado estar fuertemente asociados a la presentación de abortos 
epidémicos (Dubey y col., 2007).  
 
1.2.5 Signos clínicos 
La infección por N. caninum en el ganado bovino no gestante es 
generalmente asintomática, mientras que en animales preñados tiene como 
signo clínico más relevante el aborto, tanto en el ganado bovino lechero como 
en el de carne (Dubey, 2005). Asimismo, una misma vaca puede abortar 
repetidas veces por neosporosis (Anderson y col., 1995), pudiendo ocurrir a 
partir del tercer mes de gestación aunque suele observarse más frecuentemente 
entre los 5 y los 6 meses (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 1999). 
 
Dentro del rebaño, la presencia de abortos puede ocurrir en cualquier 
época del año (Thurmond y col., 1995; Wouda y col., 1998) y presentarse de 
manera epidémica, endémica o esporádica (Thurmond y col., 1997; Dubey, 
1999). Existe evidencia de una fuerte asociación entre abortos epidémicos y 
primoinfecciones con N. caninum (Thornton y col., 1994; Yaeger y col., 1994; 
Thurmond y Hietala, 1997; Moen y col., 1998; Wouda y col., 1999; Jenkins y col., 
2000), mientras que la transmisión transplacentaria endógena estaría asociada a 
casos de aborto endémico (Thurmond y col., 1997; Schares y col., 2002a). En 
estos casos, la recrudescencia de la enfermedad se señala como la responsable 
de la presentación de abortos (Pare y col., 1997; Stenlund y col., 1999). 
 
También se han descrito otras consecuencias de la neosporosis bovina 
sobre el feto, tales como su muerte y reabsorción en el útero, momificación o 
autolisis (Dubey, 2005), el nacimiento de terneros muertos, vivos pero con 
sintomatología nerviosa o clínicamente normales pero congénitamente 
infectados (Hemphill, 1999; Buxton y col., 2002). La presencia de signos clínicos 
debidos a neosporosis solo ha podido ser observada en terneros menores de 4 
meses, con diversos grados de sintomatología nerviosa incluyendo ataxia 
(Dubey y Schares, 2006). Por otro lado, desde los estudios de Paré y col. (1996) 
se sabe que hasta un 95% de las crías nacidas de madres serológicamente 





Además del aborto, es posible encontrar lesiones asociadas a la 
neosporosis en diversos órganos, dependiendo de la etapa y gravedad de la 
infección. En los fetos abortados es frecuente observar una encefalitis multifocal 
necrótica no purulenta con manguitos perivasculares (Barr y col., 1991; Dubey y 
Lindsay, 1996), junto con miocarditis y hepatitis difusa (Barr y col., 1993; 
Wouda y col., 1999). Por otro lado, se ha observado que en la placenta puede 
haber focos de necrosis que progresan hacia la hiperplasia, fibrosis y 
calcificación (Barr y col., 1994; Maley y col., 2003). En terneros y ganado adulto 
también es posible encontrar lesiones, aunque con menor frecuencia y 
magnitud (Barr y col., 1991; Bryan y col., 1994; Sawada y col., 2000). En ese 
sentido, se ha descrito encefalomielitis no purulenta en terneros y la 
observación de manguitos perivasculares en vacas adultas. 
 
En cuanto a la observación de taquizoítos o quistes tisulares en los 
tejidos con lesiones, esta ocurre principalmente en el sistema nervioso central 
(Dubey y Lindsay, 1996) y con menor frecuencia en el corazón (Morales y col., 




El diagnóstico de la neosporosis bovina tiene diversos objetivos 
dependiendo de la necesidad de un diagnóstico in vivo o post-mortem, en el 
feto abortado y de que se trate de un diagnóstico individual o de rebaño 
(Ortega-Mora y col., 2006a). En este sentido, la historia clínica, la información 
epidemiológica y la elección de la herramienta diagnóstica juegan un papel 
muy importante (Ortega-Mora y col., 2006b). 
 
Diversas investigaciones han demostrado que para el diagnóstico de 
rebaño es necesario considerar tanto el análisis in vivo como el de los fetos 
abortados. Las técnicas más útiles para la detección de la infección en animales 
vivos están basadas en la detección de anticuerpos específicos frente a N. 
caninum en suero sanguíneo, incluyendo la detección de anticuerpos por 
inmunofluorescencia (IFI), los ensayos inmunoenzimáticos (ELISAs) y las 
pruebas de aglutinación (Bjorkman y Uggla, 1999), utilizando el inmunoblot 
como prueba confirmatoria a fin de contrastar los puntos de corte utilizados 
para cada técnica y normalizar los resultados (Álvarez-García y col., 2003; von 
Blumroeder y col., 2004). La modificación de algunas de estas pruebas, como en 
el caso del ELISA de avidez, ofrece la ventaja de facilitar información 
relacionada con el estado de la infección tanto en crías como en animales 
adultos (Packham y col., 1998; Bjorkman y col., 1999; Aguado-Martínez y col., 
2005). Asimismo, se ha logrado la adaptación y uso efectivo de ELISAs 
indirectos en muestras de leche (Bjorkman y col., 1997; Schares y col., 2004; 
Schares y col., 2005; Hall y col., 2006). 
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Cabe señalar que el antígeno al que las muestras son enfrentadas 
durante la realización de las técnicas serológicas son proteínas solubles del 
taquizoíto o proteínas nativas o recombinantes del mismo (Ortega-Mora y col., 
2006). Por el momento no están disponibles aún técnicas basadas en antígenos 
de bradizoítos o esporozoítos. Esto hace que una de las grandes limitaciones 
para la mayoría de este tipo de ensayos sea la dificultad en discriminar entre las 
recrudescencias y las infecciones crónicas.  
 
En cuanto al diagnóstico de la neosporosis en fetos abortados, se han 
utilizado con mayor o menor éxito técnicas que permiten la identificación de 
lesiones características o la detección del parásito o sus antígenos. Las técnicas 
de histopatología e inmunohistoquímica han demostrado su importancia al 
permitir la observación directa de los cambios en los tejidos originados por la 
infección e incluso la detección del parásito en dichas lesiones (Dubey y 
Schares, 2006), aunque es posible tener resultados falsos positivos debido a la 
existencia de reacciones cruzadas con T. gondii (van Maanen y col., 2004).  
 
De otro lado, la alta sensibilidad y especificidad de las pruebas 
moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permiten la 
identificación y cuantificación de DNA de N. caninum en los tejidos (Muller y 
col., 2002; Collantes-Fernández y col., 2002b). Asimismo, la aplicabilidad de las 
PCR cuantitativas se ha demostrado por medio de estudios de la patogenia y la 
epidemiología de la neosporosis bovina (Ortega-Mora y col., 2003; Collantes-
Fernández y col., 2004; Collantes-Fernández y col., 2006), y su utilidad se ve 
reflejada en diversas investigaciones dedicadas al desarrollo de vacunas e 
identificación de quimioterápicos (Cannas y col., 2003; Esposito y col., 2005) 
 
El diagnóstico de infección fetal por Neospora también se complementa 
con la detección de anticuerpos específicos en fluidos de fetos con más de 6 
meses de edad, ya que en ganado bovino dichos anticuerpos no son 
transferidos por la madre vía transplacentaria y los anticuerpos detectados 
habrían sido producidos por el propio feto (Pereira-Bueno y col., 2003; Dubey y 
Schares, 2006; Ortega-Mora y col., 2006b). 
 
1.2.7 Control 
La neosporosis es considerada en muchos países como una de las 
principales causas de aborto bovino (Dubey, 2005). Sin embargo, la situación 
epidemiológica a nivel mundial es variable y por ello la elección de las medidas 
de control dependerá de los objetivos que se deseen alcanzar, ya sean éstos la 
reducción de la prevalencia de la infección o la prevención de su propagación. 
En este sentido, la incidencia de la enfermedad intra-rebaño, la sensibilidad y 
especificidad de la técnica diagnóstica utilizada y el coste-beneficio de la 
medida de control adoptada juegan un papel trascendental en la toma de 




Los diferentes programas de control desarrollados hasta la fecha 
contemplan la identificación de la estrategia más adecuada para el control de 
abortos por Neospora, dependiendo de si los casos que se presentan son de tipo 
endémico o epidémico (Dubey y col., 2007); ello determinaría que las medidas 
de control sanitario de un rebaño afectado varíen desde la eliminación de 
posibles hospedadores definitivos hasta la cubrición selectiva o el desvieje de 
reproductoras seropositivas (Antony y Williamson, 2003; Hall y col., 2005; 
Ortega-Mora y col., 2006b). Asimismo, la transferencia de embriones de 
donadoras seropositivas a recipientes seronegativas aseguraría el nacimiento de 
terneros libres de la infección (Landmann y col., 2002) y permite sugerir el uso 
de esta técnica para el control de infecciones transplacentarias (Baillargeon y 
col., 2001). 
 
En cuanto a la inmunoprofilaxis, actualmente sólo se cuenta con una 
vacuna, producida a partir de taquizoítos inactivados, disponible en el 
mercado. Diversos estudios de campo parecen indicar que si bien esta vacuna 
protegería parcialmente frente el aborto, no evitaría la transmisión vertical 
(Innes y col., 2001; Romero y col., 2004). Por otro lado, la comprensión de los 
mecanismos por los que vacas crónicamente infectadas serían más proclives a la 
transmisión congénita de la neosporosis que al aborto permitiría la formulación 
de vacunas que previniesen eficientemente la neosporosis (Moore y col., 2005).  
 
Con relación a la quimioterapia, en la actualidad se han analizado in 
vitro un gran número de fármacos para determinar su eficacia en el tratamiento 
de la neosporosis, no disponiéndose, sin embargo, de muchos datos 
procedentes de infecciones naturales en el ganado bovino u otras especies 
animales. En ese sentido, algunos estudios recientes con sulfadiazinas muestran 
cierta eficacia en el tratamiento de frente a esta enfermedad en modelos 
experimentales (Kritzner y col., 2002; Gottstein y col., 2005).  
 
1.3 Neosporosis en otras especies 
1.3.1 En cánidos 
La neosporosis en perros ha sido identificada principalmente en 
animales jóvenes congénitamente infectados (Dubey, 1999; Dubey, 2003), en los 
que se observa una parálisis neuromuscular ascendente progresiva. En perros 
adultos, sin embargo, son mucho menos frecuentes los casos que cursan con 
sintomatología nerviosa (Ruehlmann y col., 1995). También se ha detectado la 
transmisión congénita de la infección a la camada (Dubey y Lindsay, 1990b; 
Barber y Trees, 1998), con el nacimiento de crías aparentemente sanas 
(Anderson y col., 1997) aunque esta forma de transmisión es mucho menos 
frecuente que en el ganado bovino.  
 
1.3.2 En otros rumiantes 
Se han diagnosticado casos de neosporosis en otras especies de 
rumiantes, tales como ovinos, caprinos, camélidos sudamericanos, búfalos de 
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agua y rumiantes silvestres (Dubey, 2003; Chavez-Velasquez y col., 2004; 
Moore, 2005; Gondim, 2006). En estas especies, la enfermedad también estaría 
asociada con la presencia de abortos, mortalidad neonatal, sintomatología 
nerviosa y la presencia de quistes tisulares en el sistema nervioso central. 
 
1.3.3 En équidos 
En équidos se han descrito algunos casos de infección por N. caninum 
en animales adultos y fetos abortados (Dubey y Porterfield, 1990; Lindsay y 
col., 1996; Marsh y col., 1996; Gray y col., 1996; Hamir y col., 1998), lo que 
indicaría la posibilidad de infección transplacentaria en esta especie. No 
obstante, aunque la presencia de anticuerpos frente a N. caninum en equinos se 
ha detectado en diversos países (Dubey y col., 1999a; Dubey y col., 1999b; 
Dubey y col., 1999c; Lindsay, 2001; Pitel y col., 2001b; Gupta y col., 2002; Pitel y 
col., 2003a; Pitel y col., 2003b; Patitucci y col., 2004) la presentación de casos 
clínicos es ocasional y su papel en la presentación de abortos no ha sido 
completamente dilucidada (McDole y Gay, 2002; Dubey, 2003).  
 
2. LA CONVERSIÓN TAQUIZOÍTO-BRADIZOÍTO EN PROTOZOOS 
FORMADORES DE QUISTES. 
 
Los protozoos parásitos dependen de otros organismos invertebrados o 
vertebrados para que actúen como hospedadores definitivos o intermediarios a 
fin de completar su ciclo biológico. Su multiplicación en el hospedador conlleva la 
aparición de diversos procesos patológicos sistémicos o localizados en 
determinados órganos diana según la especialización del parásito, ocasionando 
alteraciones de consideración en la homeostasis tisular (Zambrano-Villa y col., 
2002; Ajioka y Soldati, 2008). 
 
Sin embargo, muchos protozoos han desarrollado mecanismos de adaptación 
para asegurar su supervivencia y transmisión, completando su ciclo biológico sin 
apenas ocasionar manifestaciones clínicas aparentes (Dubey y Lindsay, 1996) y 
manteniendo un equilibrio entre su multiplicación y la supervivencia del 
hospedador. En estos casos, intervendrían ciertos mecanismos asociados al 
parásito, a la célula hospedadora o a ambos, cuya misión sería la evasión de la 
respuesta inmune y/o el control de la exacerbación de la misma, mediante una 
interacción parásito-célula hospedadora (Zambrano-Villa y col., 2002). En ambas 
circunstancias, el acondicionamiento de un microambiente favorable es 
indispensable para la multiplicación y la diferenciación del parásito y para 
permitir una persistencia prolongada de la infección. 
 
Si se examinan los mecanismos utilizados por algunos protozoos 
apicomplejos, vemos que, por ejemplo, Plasmodium es capaz de bloquear el 
desarrollo de la respuesta inmune del hospedador mediante su camuflaje con 
moléculas de señalización similares a las producidas por éste o mediante la 
inducción de anticuerpos bloqueantes que inmunomodularían la respuesta 
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inmune y evitarían la apoptosis de la célula hospedadora (Aliberti y Bafica, 2005). 
Asimismo, la variabilidad antigénica entre estadios permitiría la exhibición de 
variantes de un antígeno previamente reconocido por el sistema inmune del 
hospedador (Deitsch y col., 1997; Gupta, 2005); dicha variabilidad sería regulada 
mediante la expresión sincronizada de diversos genes (Baruch y col., 1995) o de 
manera post-traduccional (Baruch y col., 1995; Cross y col., 1998; Ralph y Scherf, 
2005) lo que facilitaría la citoadherencia del parásito y la evasión del sistema 
inmune (Kyes y col., 2001). 
 
En cuanto a los protozoos formadores de quistes (Levine, 1988; Holmdahl y 
col., 1994; Ellis y col., 1995; Holmdahl y col., 1999), los estudios realizados han 
demostrado que sus mecanismos de adaptación son dependientes de su 
localización en el hospedador (intracelular o extracelular), del estadio de 
desarrollo (taquizoíto-bradizoíto) y de las características inmunológicas del 
microambiente, todo con el fin de evadir la respuesta inmune desarrollada por el 
hospedador (Frenkel, 1988; Zambrano-Villa y col., 2002). Lamentablemente, se 
conoce poco sobre los procesos de diferenciación de taquizoíto a bradizoíto y 
viceversa en los protozoos formadores de quistes, así como los factores genéticos, 
rutas metabólicas e incluso fenómenos epigenéticos a través de los cuales 
ocurrirían dichos procesos, factores que son utilizados por estos protozoos para 
percibir los cambios en su entorno y responder con la diferenciación.  
 
Por otro lado, no todos los conocimientos disponibles en T. gondii y otros 
protozoos apicomplejos son extrapolables a N. caninum, habiéndose descrito hasta 
la fecha ciertas discrepancias a nivel genético y metabólico que explicarían los 
distintos perfiles patogénicos de estos dos parásitos, así como las aparentes 
diferencias en su interacción hospedador-parásito durante la adhesión e invasión 
y en el desarrollo de los quistes tisulares (Hemphill y col., 2006; Innes y Mattsson, 
2007). En ese sentido, la comprensión de la biología de N. caninum solo es posible 
mediante el abordaje de técnicas que permitan el estudio in vitro tanto de la 
transformación de taquizoíto a bradizoíto como de su interacción con la célula 
hospedadora. 
 
2.1 Significación biológica 
2.1.1 Diferencias morfológicas y biológicas 
Al estudiar la ultraestructura del taquizoíto y del bradizoíto se han 
observado diferencias entre ambos estadios en todos los protozoos formadores 
de quistes entre las que destaca la modificación de la membrana de la vacuola 
parasitófora y la formación de la pared quística (Dubey, 1976; Jardine, 1996; 
Dubey y col., 1998; Dubey y col., 2003). La formación de la pared quística 
ocurriría tras la transformación de los taquizoítos en bradizoítos y la secreción 
de proteínas específicas de estadio que formarían una matriz conformada por 
diversos tipos, aún no identificados, de glicoproteínas y glicolípidos que 
migrarían hacia la membrana de la vacuola parasitófora (Dubey y col., 1998). 
Tanto la pared quística como la capa granulosa subyacente y la matriz servirían 
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para proteger a los bradizoítos de las condiciones externas en el sistema 
digestivo y además podrían facilitar la evasión de la respuesta inmune del 
hospedador interfiriendo quizás con la presentación de antígeno (Ajioka y 
Soldati, 2008). 
 
En el caso de los bradizoítos de T. gondii, éstos difieren 
ultraestructuralmente de los taquizoítos en la localización de sus organelas 
dentro del parásito (Ferguson y col., 1994), además de presentar un mayor 
número de gránulos de polisacáridos, los que actuarían como reserva 
energética que sería utilizada tras la liberación de los bradizoítos (Dzierszinski 
y col., 2004). Asimismo, tanto los taquizoítos de rápida multiplicación como los 
bradizoítos –formas de multiplicación lenta acantonadas en quistes tisulares- se 
replican por endodiogenia, aunque los segundos han mostrado una división 
asincrónica dependiente de su grado de madurez dentro de la vacuola 
parasitófora (Bohne y col., 1993a; Radke y col., 2003). En ese sentido, se han 
logrado identificar diferencias entre taquizoítos y bradizoítos relacionadas con 
la tasa de replicación, destacando la condición no replicativa del bradizoíto 
maduro, que permanecería haploide y en estado G0 de la interfase dentro del 
quiste tisular (Radke y col., 2003), sugiriéndose que dicha transformación se 
debe a fenómenos inducidos por estrés (Weiss y Kim, 2000).  
 
En cuanto a N. caninum, aunque se han descrito numerosas similitudes 
morfológicas entre los taquizoítos y los bradizoítos de éste y de T. gondii 
(Lindsay y col., 1993b; Speer y col., 1999), también se han observado ciertas 
diferencias que radican principalmente en el mayor grosor e irregularidad de la 
superficie de la pared quística en N. caninum, y en la localización subterminal 
del núcleo (Speer y col., 1999). La necesidad de conocer con mayor profundidad 
los mecanismos biológicos y moleculares que diferencian a ambas especies se 
ha puesto de manifiesto a través de investigaciones recientes en las que se han 
observado ciertas divergencias entre ellos durante el proceso de adhesión e 
invasión de la célula hospedadora (Naguleswaran y col., 2003; Hemphill y col., 
2006). 
 
2.1.2 Ubicación orgánica 
Tras la infección del hospedador intermediario, el taquizoíto utilizaría el 
aparato digestivo y la vía hemo-linfática con el fin de encontrar e invadir una 
célula hospedadora –con mayor o menor especificidad respecto al tipo celular- 
e iniciaría su replicación utilizando una serie de mecanismos que controlarían 
los procesos dentro de la célula hospedadora a fin de asegurar la estabilidad de 
la vacuola parasitófora en la que el taquizoíto llevará a cabo su multiplicación. 
Un ejemplo es el de T. gondii, que ha demostrado ser un protozoo con una 
capacidad para infectar virtualmente cualquier célula nucleada (Barragan y 
Sibley, 2003) y que destaca por su capacidad para atravesar barreras biológicas 
e invadir activamente células localizadas en tejidos inmunoprivilegiados del 
hospedador, como son la placenta y el tejido nervioso (Dubey y col., 1998), 
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siendo capaces de multiplicarse en neuronas, astrocitos y microglias (Fagard y 
col., 1999). 
 
En cuanto a N. caninum, aunque no tan ubicuo como T. gondii, también es 
capaz de infectar diversos tipos celulares, pudiendo encontrarse en corazón, 
pulmones, hígado, riñones, piel, musculatura esquelética y tejido nervioso 
(Peters y col., 2001; Dubey y col., 2002) (Anderson y col., 2000). Cabe señalar 
que, al igual que T, gondii, este protozoo posee una especial predilección por el 
tejido nervioso y la placenta, siendo más frecuente el hallazgo de quistes 
tisulares en tejido nervioso (Barr y col., 1991; Barber y col., 1996). 
 
2.1.3 Mecanismos de evasión de la respuesta inmune 
Tras la infección, tanto N. caninum como T. gondii utilizarían mecanismos 
que les permitirían evadir o modular la respuesta inmune del hospedador y 
continuar con su ciclo biológico. Estos mecanismos estarían asociados a 
estrategias que: a) establecen un microambiente favorable en tejidos 
inmunológicamente privilegiados, b) estimulan la producción de moléculas 
antiinflamatorias por el hospedador, y c) interfieren con la cascada de 
señalización proinflamatoria, evitando la apoptosis de la célula hospedadora y 
células adyacentes. 
 
Una característica que se observa en todos los protozoos formadores de 
quistes es la movilidad del taquizoíto basada en la actina que le permitiría la 
aproximación, adhesión e infección activa de la célula hospedadora. Asimismo, 
la descarga sincronizada de diversas proteínas producidas por los micronemas, 
roptrias y gránulos densos facilitaría la adhesión e invasión de la célula 
hospedadora, formándose la vacuola parasitófora en la que el taquizoíto inicia 
su multiplicación (Buxton y col., 2002; Carruthers, 2002; Beyer y col., 2002). De 
esta manera, la vacuola “secuestra” a los taquizoítos protegiéndolos de una 
fusión por endocitosis (Mordue y Sibley, 1997) y permite a la vez el intercambio 
de nutrientes procedentes del citoplasma de la célula hospedadora (Coppens y 
col., 2006). A continuación, la expresión diferencial de diversas proteínas –entre 
las que podemos incluir antígenos de superficie- sugeriría un papel durante su 
transformación en bradizoíto y la formación del quiste tisular, aunque aún no 
se conocen las razones para esta expresión específica de estadio (Ajioka y 
Soldati, 2008). 
 
En cuanto al desarrollo de una respuesta inmune frente al parásito, existe 
un gran consenso en el hecho de asumir que ésta contribuiría a la 
transformación de los taquizoítos en bradizoítos (Gross y col., 1996; Denkers y 
Gazzinelli, 1998; Lyons y col., 2002). Así, es posible que el taquizoíto produzca 
los precursores necesarios para controlar su proliferación intracelular, evitando 
que la aparición de reacciones inflamatorias desproporcionadas lleven a la 
destrucción del tejido del hospedador (Bannenberg y col., 2004). En ese sentido, 
en T. gondii se ha podido determinar que tras la infección se induciría la 
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producción de IL-12 y se desencadenaría una cascada de eventos que 
culminaría en la producción de IFN  y de oxido nítrico, que a su vez estimularía 
la transformación de taquizoíto a bradizoíto e impediría su reactivación 
(Scharton-Kersten y col., 1995; Khan y col., 1997b; Collazo y col., 2001; Butcher y 
col., 2005). En cuanto a N. caninum, parecería existir un mecanismo similar al 
descrito (Khan y col., 1997a; Nishikawa y col., 2001b) aunque no se han 
confirmado aún las vías de señalización y los mecanismos moleculares que 
controlarían dicha transformación (Almería y col., 2003).  
 
Numerosas investigaciones también coinciden en señalar que T. gondi es 
capaz de establecer eficientemente un estado antiapoptótico tanto en la célula 
hospedadora como en células adyacentes aún no infectadas, modulando así la 
respuesta inmune del hospedador y evitando su eliminación por los 
macrófagos (Sinai y col., 2004; Luder y Gross, 2005). Entre los mecanismos que 
utilizaría T. gondii para ejercer este control se ha descrito su capacidad de 
inhibir directamente la transcripción de genes pro-apoptóticos (Kim y Denkers, 
2006) y de controlar la liberación de citocromo c y la activación de caspasas, 
inhibiendo las etapas ejecutoras de la cascada apoptótica en las células 
infectadas (Keller y col., 2006; Carmen y col., 2006). 
 
Finalmente, T. gondii sería capaz de facilitar su multiplicación induciendo 
la producción de IL-10 e inhibiendo la producción de óxido nítrico (Gazzinelli y 
col., 1992), así como bloqueando las vías de señalización del factor de 
transcripción del núcleo kappa B y de la protein-quinasa activada por 
mitógenos (en inglés NF B y MAPK, respectivamente), lo que a su vez inhibiría 
la producción de IL-12 e IFN  (Gazzinelli y col., 1996; Butcher y Denkers, 2002; 
Kim y col., 2004). En N. caninum, también se ha postulado que el sistema de 
señalización de apoptosis en la célula hospedadora podría ser modulado por el 
parásito, aunque no utilizaría las mismas vías que T. gondii (Nishikawa y col., 
2002a; Herman y col., 2007), habiéndose demostrado hasta ahora solo una 
inhibición en la activación de la caspasa 3 en células infectadas. 
 
2.1.4 Mecanimos de reversión 
Se ha sugerido que durante la fase crónica de la infección, los bradizoítos 
se transforman periódicamente en taquizoítos, siendo éstos eliminados por el 
sistema inmune del hospedador o transformándose nuevamente en bradizoítos. 
De este manera, el ciclo biológico asexual en T. gondii se caracteriza por su 
habilidad de cambiar entre ambas formas parasitarias, siendo esta característica 
esencial para su supervivencia en el hospedador intermediario (Eaton y col., 
2006). Esta reactivación de los bradizoítos y su conversión a taquizoítos también 
estaría sometida a la modulación del sistema inmune del hospedador ya sea 
debido a condiciones fisiológicas como la preñez o a estados patológicos de 




Tras la ruptura del quiste tisular y la transformación de los bradizoítos a 
taquizoítos ocurriría la reactivación de la enfermedad en animales infectados 
crónicamente o la presentación de la fase aguda de la misma en aquellos 
animales infectados por primera vez (Dubey y col., 1998). No obstante existen 
investigaciones, aunque escasas, que señalan la posibilidad de formación de 
nuevos quistes en el tejido nervioso durante la infección crónica, aunque aún no 
se conocen los factores que producen este efecto (Ferguson y col., 1989). 
 
2.1.5 Significación en otros Sarcocystidae 
Aunque gran parte de los conocimientos acumulados respecto a la 
interacción entre los protozoos formadores de quistes y el hospedador han sido 
desarrollados tomando como modelo a T. gondii (Kim y Weiss, 2004), también 
se ha investigado este proceso en otros protozoos como Sarcocystis, Besnoitia y 
Hammondia (Beyer y col., 2002; Sibley, 2004), habiéndose observado que tanto la 
morfología de las fases asexuales como el comportamiento durante la invasión 
de la célula hospedadora son muy similares al descrito previamente en T. gondii 
(Entzeroth, 1985; Blackman y Bannister, 2001). En otros Sarcocystidae como en 
el caso de Sarcocystis singaporensis también se ha observado que estimula en el 
hospedador una respuesta inmune de tipo Th1, lo que activaría la producción 
de IFN  (Jakel y col., 2001). No obstante, aún no se conocen los mecanismos que 
utilizarían éste y otros protozoos apicomplejos para evadir dicha respuesta. 
 
2.2 Modelos experimentales de estudio in vivo e in vitro 
A la luz de lo mencionado anteriormente, podemos decir que tanto la 
invasión como el acantonamiento del parásito son clave para el entendimiento 
de la patogenia de la neosporosis, por lo que la necesidad de poder estudiar los 
bradizoítos de manera experimental ha sido una constante en muchas de las 
investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha en este campo. Lamentablemente, 
una de las principales dificultades encontradas durante el estudio de este 
estadio del parásito es la práctica imposibilidad para conseguir material 
biológico suficientemente abundante y homogéneo, lo que convierte en un reto 
el estudio de su biología. 
 
Actualmente, la mayor parte de la información disponible sobre este 
estadio procede de T. gondii, modelo en el que se logró la producción de quistes 
in vivo en un modelo murino (Dubey y Frenkel, 1976) e in vitro en cultivos 
celulares (Jones y col., 1986). Los bradizoítos así producidos han sido utilizados 
para la evaluación de potenciales vacunas (Waldeland y Frenkel, 1983) y para 
demostrar la existencia de antígenos específicos de estadio (Kasper, 1989). 
Posteriormente, se han desarrollado numerosas investigaciones utilizando 
sistemas de producción in vitro de bradizoítos gracias a los cuales se ha 
demostrado que la transformación a este estadio de T. gondii es relativamente 
fácil de inducir utilizando diversos tratamientos, entre los que destaca la 
alcalinización del medio de cultivo (Lindsay y col., 1991; Soete y col., 1994; 
Weiss y col., 1994; Tomavo y Boothroyd, 1995; Yahiaoui y col., 1999).  
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Cabe señalar que en otros protozoos formadores de quistes también se 
han podido producir quistes tisulares como en Hammondia hammondi en un 
modelo murino (Frenkel y Dubey, 1975), mientras que con Sarcocystis neurona y 
varios aislados de diferentes especies de Besnoitia tan solo se ha logrado la 
adaptación y mantenimiento de taquizoítos en cultivos celulares (Shkap y col., 
1987; Dubey y col., 2001; Dubey y col., 2004b; Dubey y col., 2005; Elsheikha y 
col., 2007), por lo que la información disponible es escasa. 
 
En cuanto a N. caninum, se han ensayado diversos protocolos in vivo para 
la producción de taquizoítos utilizando modelos murinos con el fin de 
utilizarlos en la caracterización de los diversos aislados de N. caninum descritos 
hasta la fecha (Atkinson y col., 1999; Lindsay y col., 1999b). Sin embargo, 
aunque se ha descrito la producción de quistes tisulares en ratones (McGuire y 
col., 1997a; McGuire y col., 1997b) y gerbos (Gondim y col., 2001) dichos 
estudios aún no ofrecen una alternativa reproducible para la producción y 
purificación en laboratorio de quistes tisulares con bradizoítos.  
 
Diversos estudios han demostrado que las condiciones de cultivo y 
criopreservación de taquizoítos de N. caninum son en general similares a las 
usadas para T. gondii (Dubey y Beattie, 1988). No obstante, aunque el 
mantenimiento y producción in vitro de taquizoítos de N. caninum ha sido 
llevada a cabo exitosamente en diferentes tipos celulares como monocitos, 
células endoteliales, macrófagos y fibroblastos (Hemphill y col., 1996; Hemphill 
y col., 2004; Lei y col., 2005) las complicaciones inherentes a la obtención in vivo 
de bradizoítos de N. caninum llevaron a intentar su producción in vitro. 
 
En T. gondii, un hito importante en el estudio de los mecanismos de 
adhesión e invasión y de la diferenciación asexual del parásito, es la capacidad 
de producir in vitro el estadio de bradizoíto (Soete y Dubremetz, 1996), lo que 
ha posibilitado el análisis y monitorización experimental de los procesos de 
conversión, aportando las herramientas que facilitarán el análisis genético y 
molecular de los factores que los regulan. 
 
Lamentablemente, la inducción a la transformación in vitro de N. caninum 
de taquizoítos a bradizoítos no suele lograrse tan fácilmente como la 
producción rutinaria de taquizoítos (Sundermann y Estridge, 1999). Según 
parece, la conversión in vitro al estadio de bradizoíto estaría ligada tanto al 
tiempo de incubación como a un equilibrio entre el cultivo celular seleccionado, 
la carga parasitaria y el tratamiento utilizado. 
 
Los primeros ensayos para la diferenciación a bradizoíto de N. caninum 
en cultivos celulares obtuvieron un éxito relativo tras utilizar diversos aislados 
de Neospora e intentando su cultivo en diferentes tipos celulares (Weiss y col., 
1999; Tunev y col., 2002). Para ello, se aplicaron métodos previamente descritos 
en T. gondii que inducirían el estrés mediante el incremento de pH en el medio, 
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inhibiendo la función mitocondrial o estimulando la producción de óxido 
nítrico (Soete y col., 1994; Bohne y col., 1994; Tomavo y Boothroyd, 1995; Weiss 
y col., 1995). Posteriormente, Vonlaufen y col. describieron la posibilidad de 
conseguir la transformación de este parásito usando diferentes líneas celulares 
y cultivos primarios (Vonlaufen y col., 2002a; Vonlaufen y col., 2002b; 
Vonlaufen y col., 2004), aunque con una tasa de recuperación relativamente 
baja, lo que ha dificultado el estudio de la cascada de eventos que llevan a su 
transformación así como el análisis de los genes y/o proteínas específicas de 
dicho estadio. 
 
2.3 Expresión diferencial de antígenos específicos de estadio 
Gracias a los estudios realizados en T. gondii sabemos que los eventos que 
desencadenan la transformación de taquizoíto a bradizoíto y viceversa están 
relacionados con la expresión diferencial o la supresión de una amplia gama de 
proteínas específicas de estadio que posiblemente actuarían como un 
mecanismo de evasión frente a la respuesta inmune del hospedador (Tabla 1). 
Hay que señalar que, aunque el hospedador es capaz de desarrollar anticuerpos 
frente a antígenos específicos de bradizoíto (Makioka y col., 1991), todo 
parecería indicar que la respuesta inducida no es capaz de provocar la 
eliminación del parásito. 
 
Por el momento, la información disponible respecto a la comparación de 
la composición antigénica del taquizoíto y del bradizoíto en N. caninum es 
escasa (Tabla 2), contándose tan solo con el estudio de Fuchs y col. (Fuchs y col., 
1998); lo mismo ocurre con otros protozoos formadores de quistes como 
Sarcocystis, sobre el que empiezan a aparecer nuevos trabajos relacionados con 
la identificación de proteínas de superficie específicas del estadio de merozoíto 
(Howe y col., 2005). 
 
El uso de T. gondii como modelo experimental ha permitido el estudio de 
la biología de los protozoos formadores de quistes en los estadios de taquizoíto 
y bradizoíto e incluso ha sido utilizado como sistema de expresión génica en 
transfecciones heterólogas de genes de otros protozoos como Plasmodium y 
Cryptosporidium (Bohne y col., 1999; O'Connor y col., 2003; Kim y Weiss, 2004). 
Esto ha hecho posible clasificar las proteínas específicas de estadio 
dependiendo de si están expuestas en la superficie del parásito, si participan de 
alguna forma en el metabolismo del bradizoíto o si son proteínas de choque 
térmico, facilitando con ello la comparación y/o extrapolación de los 
conocimientos que se van obteniendo en N. caninum en aspectos tales como 
mecanismos de interacción entre el parásito y la célula hospedadora (Buxton y 
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2.3.1 Expresión diferencial de antígenos de superficie 
Al analizar la superficie de T. gondii, se ha observado que las proteínas 
que la conforman son responsables de gran parte de las interacciones que 
ocurren con la superficie de la célula hospedadora (Boothroyd y col., 1998; 
Howe y Sibley, 1999) y que, junto con ciertas moléculas específicas secretadas 
por los gránulos densos, micronemas y roptrias a través del complejo apical, 
intervienen en el reconocimiento y penetración de las células hospedadoras 
(Hemphill y col., 1999). En ese sentido, muchas de las investigaciones realizadas 
en esta especie se han centrado en este tipo de antígenos, intentando su 
identificación y caracterización. 
 
Un aspecto importante en el estudio de los antígenos de superficie es el 
análisis de su conformación y de su exposición en la superficie del parásito. Las 
modificaciones post-traduccionales en ciertas proteínas de organismos 
eucariotas es un fenómeno comúnmente asociado a los mecanismos de 
transporte intracelular y secreción celular (Helenius y col., 2004). En T. gondii ha 
sido posible confirmar la presencia de proteínas N-glicosiladas (Odenthal-
Schnittler y col., 1993) que ejercerían cierta influencia durante la invasión a la 
célula hospedadora (Luk y col., 2007). No obstante, son las modificaciones 
asociadas a anclajes de glicosil fosfatidil inositol (GPI) las que se observan con 
mayor frecuencia en proteínas de superficie de los protozoos apicomplejos 
como Plasmodium (Gowda y Davidson, 1999) y Toxoplasma (Tomavo y col., 1992; 
Lekutis y col., 2001). 
 
Hasta el momento, se ha demostrado que en los taquizoítos, la familia de 
antígenos de superficie (Surface Antigen - SAGs) y secuencias relacionadas con 
estos (SAG1 Related Secuence - SRSs) inicialmente descritos en T. gondii 
(Manger y col., 1998; Lekutis y col., 2001), poseen ortólogos en N. caninum y 
podrían tener una conformación similar (Tabla 1). En N. caninum se han 
descrito y caracterizado dos antígenos inmunodominantes denominados 
NcSAG1 (Hemphill y col., 1997b; Howe y col., 1998; Sonda y col., 1998) y 
NcSRS2 (Hemphill y col., 1997a; Howe y col., 1998), y se ha conseguido la 
identificación de al menos otros 6 antígenos de superficie que aún quedan por 
caracterizar (Schares y col., 1999). Cabe señalar que recientemente se ha descrito 
la ausencia de la proteína SnSAG1 en S. neurona, aunque si se ha detectado la 
expresión de otras proteínas de superficie (Howe y col., 2008). 
 
En cuanto a las proteínas de superficie específicas del estadio de 
bradizoíto, la producción in vitro de bradizoítos en T. gondii ha permitido la 
detección de algunas de estas proteínas (Tomavo y col., 1991). Así, Ödberg-
Ferragut y col. (1996) identificaron a TgSAG4 como un antígeno de superficie 
expresado específicamente en bradizoítos y regulado durante la transcripción, 
cuya clonación sirvió de herramienta para estudios de funcionalidad diferencial 
entre taquizoítos y bradizoítos. Posteriormente, se han identificado los genes 
que codifican para TgSRS9 (Cleary y col., 2002; Kim y Boothroyd, 2005) y 
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TgBSR4 (Knoll y Boothroyd, 1998) cuya expresión sería regulada durante su 
transcripción o después de la misma, respectivamente (Van y col., 2007). Todos 
estos hallazgos han permitido las primeras observaciones de los cambios en la 
expresión génica que ocurren durante el desarrollo del bradizoíto. Sin embargo, 
por el momento no se ha realizado la caracterización de ningún antígeno 
superficial específico del bradizoíto de N. caninum. 
 
Recientemente, se ha descrito en T. gondii la existencia de una nueva 
familia de proteínas de superficie con anclaje GPI que no estarían relacionadas 
con SAG o SRS (SAG-Unrelated Surface Antigen - SUSA), habiéndose logrado 
caracterizar un antígeno específico del estadio de taquizoíto (SUSA2) y otro de 
bradizoíto (SUSA1) (Pollard y col., 2008). La existencia de una familia ortóloga a 
ésta en N. caninum sería una posibilidad a explorar en el futuro.  
 
2.3.2 Expresión diferencial de otros antígenos 
En cuanto a los bradizoítos, se han logrado identificar los antígenos 
MAG1 y BAG1 (Parmley y col., 1994; Bohne y col., 1995), localizados en el 
citoplasma del bradizoíto y en la pared del quiste tisular, respectivamente, y 
más recientemente, el antígeno de roptrias BRP1 (Schwarz y col., 2005). Por otro 
lado, también se ha descrito la producción de enzimas como la isomerasa 
glucosa-6-fosfato (G6-PI) sobreexpresada en bradizoítos (Dzierszinski y col., 
1999), y las enzimas específicas de bradizoíto enolasa 1 (ENO1) (Dzierszinski y 
col., 2001) y lactato-deshidrogenadas 2 (LDH2) (Yang y Parmley, 1997). 
También se ha descrito la detección de proteínas de choque térmico en el 
bradizoíto, especulándose que como chaperonas implicadas en la respuesta 
frente al estrés, serían las primeras en ser expresadas durante la diferenciación 
temprana a bradizoíto, tal como sucedería con BAG1 (también denominada 
HSP30 ó BAG5) (Bohne y col., 1995; Parmley y col., 1995). 
 
Actualmente, la proporción de antígenos caracterizados de las diversas 
organelas de los bradizoítos es menor a la que ya se ha obtenido en los 
taquizoítos, debido principalmente al escaso rendimiento durante la 
producción de los bradizoítos, ya sea in vivo o in vitro. En taquizoítos de T. 
gondii se han caracterizado numerosos antígenos de gránulos densos (Mevelec y 
col., 1992; Carey y col., 2000), roptrias (Reichmann y col., 2002) y proteínas con 
actividad enzimática como la enolasa 2 (ENO2) (Dzierszinski y col., 2001) y 
lactato deshidrogenasa 1 (LDH1) (Yang y Parmley, 1997) (Tabla 1). 
 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En N caninum son aún más escasas las proteínas específicas de estadio 
identificadas hasta ahora (Tabla 2), aunque se ha demostrado que algunas 
proteínas de gránulos densos producidas durante el estadio de taquizoíto 
(NcGRA1, NcGRA2 y NcGRA7) también son secretadas durante la 
transformación in vitro a bradizoíto y son incorporadas a la pared del quiste 
(Vonlaufen y col., 2004), aunque no ha podido determinarse el papel que 
cumplirían en la superficie del parásito. Cabe señalar que también se han 
identificado las proteínas HSP70 y HSP30/BAG1. McAllister y col. (McAllister 
y col., 1996b) mostraron que un suero policlonal desarrollado frente a la 
proteína TgBAG1 reacciona de forma cruzada solo con bradizoítos, indicando la 
presencia de una proteína similar a TgBAG1 en N. caninum. Cabe señalar que el 
gen que codifica para la proteína BAG1 parece encontrarse de manera 
abundante en el RNA mensajero de los bradizoítos (Bohne y col., 1999), 
mientras que el gen de MAG1 parecería transcribirse constitutivamente en 
taquizoítos y bradizoítos (Ferguson y Parmley, 2002). Estas proteínas han 
demostrado una gran antigenicidad y se ha llegado a correlacionar la detección 
de anticuerpos neutralizantes frente a éstas con la resistencia a la infección (Di 
Cristina y col., 2004). 
 
2.3.3 Utilidad de los antígenos de superficie específicos de estadio 
En la actualidad, se cree que la diversidad de antígenos expuestos en la 
superficie del taquizoíto y el bradizoíto, así como la expresión sincronizada de 
las mismas habría surgido como un sistema de inmunomodulación (Howe y 
Sibley, 1999). Las diferencias considerables que existen entre las proteínas de 
superficie de los taquizoítos de N. caninum y T. gondii se deberían a 
modificaciones post-traduccionales (Fuchs y col., 1999), aunque también se han 
encontrado variaciones en la sensibilidad a diversos inhibidores de proteasas 
(Naguleswaran y col., 2003; Kim, 2004), evidenciando nuevamente una 
divergencia en el comportamiento de estos dos parásitos durante la adhesión e 
invasión de la célula hospedadora, que en ambos casos ocurriría de manera 
activa y mediada por el mismo taquizoíto (Hemphill y col., 1996; Dowse y 
Soldati, 2004). 
 
En términos generales, los antígenos SRSs son proteínas de superficie 
que se encuentran dentro de las familias SAG1 y SAG2 y que muestran 
similitudes conformacionales como la conservación de residuos de cisteína 
formando puentes disulfuro o estructuras homodiméricas que favorecerían la 
unión a ligandos específicos (Lekutis y col., 2001; He y col., 2002) 
permaneciendo, no obstante, antigénicamente diferentes (Jung y col., 2004). Por 
otro lado, los antígenos SUSA, cuyos genes están localizados en cromosomas 
diferentes a donde se localizan los genes que codifican para proteínas SAG y 
SRS en el genoma de T. gondii, pertenecerían a una nueva familia de proteínas 
de superficie altamente polimórficas (Pollard y col., 2008). Todas estas proteínas 
conforman la superfamilia de proteínas de superficie con un anclaje GPI, 
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localizado en el extremo carboxilo y gracias al cual estas proteínas se 
expondrían en la superficie de la membrana del parásito (Manger y col., 1998).  
 
En cuanto a N. caninum, en las proteínas de superficie descritas hasta 
ahora se han identificado ciertas modificaciones leves en las proteínas con 
anclaje GPI respecto a las descritas para T. gondii (Tomavo y col., 1989; Nagel y 
Boothroyd, 1989), tales como la presencia de glicoproteínas en la membrana de 
N. caninum (Fuchs y col., 1999; Schares y col., 2000). La glicosilación de las 
proteínas con anclaje GPI significaría la existencia de modificaciones post-
traduccionales que podrían favorecer el enmascaramiento de epítopos durante 
la exposición de la proteína al sistema inmune del hospedador (Hemphill y col., 
2006). Cabe señalar que diversos estudios han demostrado que el bloqueo de 
ciertas proteínas de superficie disminuirían la capacidad invasiva de los 
taquizoítos in vitro (Hemphill, 1996; Hemphill y Gottstein, 1996; Nishikawa y 
col., 2000; Uchida y col., 2004), y que la producción de anticuerpos específicos 
frente a proteínas tales como NcSRS2 servirían para bloquear la invasión de los 
taquizoítos e incluso evitarían la infección transplacentaria (Haldorson y col., 
2006). 
 
En cuanto a la variación antigénica de la superficie de los taquizoítos y 
los bradizoítos, el patrón de expresión de las proteínas SRS en éstos ha 
mostrado ser específica de estadio (Jung y col., 2004), aunque no se conoce aún 
la importancia biológica de dicha expresión. No obstante, recientes 
investigaciones en las que se manipuló la expresión de antígenos SRS 
específicos de bradizoíto de T. gondii apuntan hacia la posibilidad de que éstos 
sean poco inmunogénicos, lo que favorecería la persistencia de los quistes 
tisulares y el establecimiento de la infección crónica (Kim y Boothroyd, 2005). 
La identificación y caracterización de proteínas de superficie específicas de 
estadio de N. caninum permitirá su uso como marcadores de la fase de 
infección, así como componentes vacunales, junto con la posibilidad de un 
mejor entendimiento de este parásito, su interacción con el hospedador y su 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En la actualidad, la importancia económica de la neosporosis bovina en la 
producción bovina a nivel mundial es un hecho irrefutable que obliga a los 
diversos sectores implicados a luchar de manera coordinada contra esta 
enfermedad. El conocimiento de la patogenia de la neosporosis bovina requiere 
previamente la comprensión de los mecanismos involucrados en la conversión 
entre los estadios de taquizoíto y bradizoíto de N. caninum, relacionados con la 
fase aguda y crónica de la enfermedad, respectivamente, y con la capacidad para 
evadir la respuesta inmune del hospedador. La compresión de todos estos 
procesos permitirá el desarrollo de herramientas moleculares que faciliten la 
diferenciación entre una primoinfección y una recrudescencia de la neosporosis, 
permitiendo así un mejor diagnóstico y control de la enfermedad. 
 
Lamentablemente, hasta la fecha no se han logrado elucidar los mecanismos a 
través de los cuales ocurre la transformación de taquizoíto a bradizoíto y 
viceversa en N. caninum. Asimismo, aunque se han identificado algunos aislados 
de N. caninum que pueden ser inducidos in vitro a expresar antígenos específicos 
de bradizoíto (Weiss y col., 1999), la inducción de la transformación in vitro de 
este parásito es en general un proceso complicado y poco eficiente (Tunev y col., 
2002; Vonlaufen y col., 2002a). 
 
Por otro lado, las investigaciones realizadas en T. gondii han conseguido 
desarrollar la metodología necesaria para la conversión del parásito y su estudio 
en el laboratorio (Lyons y col., 2002). Se ha descrito que T. gondii tiene una 
habilidad, dependiente del aislado, para su transformación espontánea a 
bradizoíto (Soete y col., 1993; Lindsay y col., 1993a; Gross y col., 1996) y se ha 
demostrado la posibilidad de favorecer la conversión taquizoíto-bradizoíto en 
cultivo celular aplicando diversas condiciones inductoras (Jones y col., 1986; 
Bohne y col., 1993b; Soete y col., 1994; Bohne y col., 1994; Weiss y col., 1998; 
Yahiaoui y col., 1999; Kirkman y col., 2001). 
 
A partir de los logros alcanzados en T. gondii, las investigaciones en N. 
caninum han aplicado una tecnología similar, comparando los resultados 
obtenidos e intentando determinar si la biología y comportamiento durante el 
desarrollo asexual de ambos es comparable o si utilizan mecanismos diferentes 
para lograr su adhesión e invasión a la célula hospedadora (Hemphill, 1999). 
 
Al igual que en T. gondii, los estadios de taquizoíto y bradizoíto de N. caninum 
podrían distinguirse esencialmente por la expresión diferencial de antígenos 
específicos de estadio. Por ello, la identificación y clonación de estas moléculas 
permitiría conocer mejor los mecanismos responsables de la patogenia de la 
neosporosis relacionados con los estados de latencia y reactivación del parásito. 
De momento, se han logrado caracterizar diversas proteínas que serían 
expresadas tanto en el estadio de taquizoíto como en el de bradizoíto (Fuchs y 
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col., 1998); algunas de ellas se encuentran en los gránulos densos (Lally y col., 
1997; Liddell y col., 1998; Asai y col., 1998; Ellis y col., 2000) y otras son 
expresadas como antígenos de los micronemas (Louie y Conrad, 1999; Sonda y 
col., 2000; Keller y col., 2002; Louie y col., 2002). Asimismo, se han identificado los 
antígenos inmunodominantes NcSAG1 (Hemphill y col., 1997b; Howe y col., 
1998) y NcSRS2 (Hemphill y Gottstein, 1996; Nishikawa y col., 2002b), ambos 
localizados en la superficie del taquizoíto. 
 
No obstante, al comparar la información disponible de la composición 
antigénica del taquizoíto de N. caninum, se observa que el conocimiento respecto 
a los antígenos expresados de manera específica en el bradizoíto son escasos. Se 
ha observado que los antígenos GRA1, GRA2 y GRA7 se expresan de forma 
diferente en taquizoítos y bradizoítos (Vonlaufen y col., 2004). Además, los 
estudios realizados por McAllister y col. (1996) han demostrado que un suero 
policlonal frente a TgBAG1 reacciona de forma cruzada con bradizoítos de N. 
caninum y no es reconocido por los taquizoítos. Aunque este hecho confirmaría la 
posibilidad de que N. caninum exprese antígenos homólogos a los de T. gondii, es 
necesario continuar estos estudios utilizando herramientas como la identificación, 
clonación y caracterización de genes específicos de estadio. 
 
A la luz de lo anteriormente expuesto, los objetivos de esta tesis doctoral han 
sido la obtención y estandarización de un método in vitro para la producción de 
bradizoítos de N. caninum para a continuación identificar y caracterizar antígenos 
expresados específicamente durante el estadio de bradizoíto. 
 
Objetivo 1 (Capítulo 2). 
Obtención de un sistema eficiente de producción in vitro de bradizoítos de N. 
caninum.  
 
Para su consecución, se evaluaron diversos tipos celulares junto con diferentes 
agentes que fuesen capaces de inducir la conversión del taquizoíto en bradizoíto. 
Además, se compararon diversos tiempos durante el proceso de inducción en el 




Identificación y caracterización de genes específicos del estadio de bradizoíto 
de N. caninum.  
 
Para su cumplimiento, se propusieron 2 subobjetivos: 
 
Subobjetivo 2.1 (Capítulo 3). Aislamiento e identificación de un gen específico de 
bradizoíto de N. caninum expresado de forma temprana durante la 
transformación taquizoíto-bradizoíto. 
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Para alcanzar este subobjetivo, se decidió identificar en N. caninum el ortólogo del 
gen de bradizoíto TgSAG4 previamente descrito en T. gondii, utilizando la técnica 
de paseo cromosómico y procediéndose a la expresión y producción de la 
proteína recombinante y al análisis de su inmunoreactividad. A continuación, se 
procedió a la obtención de suero policlonal frente a esta proteína en ratones y se 
analizó su inmunoreactividad usando la técnica de western blot. 
 
Posteriormente, se continuó con el análisis de la expresión específica de la 
proteína identificada de forma temprana en el estadio de bradizoíto. El suero 
policlonal producido fue utilizado para evaluar la expresión de la proteína 
identificada a fin de determinar su expresión específica en bradizoítos y su 
localización. Para ello, se usaron las técnicas de inmunofluorescencia e 
inmunomicroscopía electrónica sobre bradizoítos producidos in vitro, así como su 
reacción con un panel de sueros procedentes de animales naturalmente infectados 
mediante la técnica de western blot.  
 
Finalmente, se evaluó si la regulación de la expresión de este gen se produce a 
nivel transcripcional o post-transcripcional. Para ello, se puso a punto una técnica 
de RT- PCR en tiempo real que permitió medir la expresión de este gen. 
 
Subobjetivo 2.2. (Capítulo 4). Aislamiento e identificación de un gen específico de 
bradizoíto de N. caninum expresado de forma tardía durante la transformación 
taquizoíto-bradizoíto. 
Para alcanzar este subobjetivo, se decidió utilizar la estrategia de paseo 
cromosómico utilizando como modelo al gen TgBSR4, ya identificado en T. gondii 
y expresado de forma específica en el estadio de bradizoíto. 
 
Una vez identificada la secuencia genómica, se llevó a cabo la clonación y 
expresión de la proteína en un sistema procariota y se prosiguió con su 
producción y purificación. Posteriormente, se procedió a la producción de la 
proteína recombinante y se inmunizaron conejos con el fin de obtener un suero 
policlonal y continuar con al análisis de su inmunoreactividad. 
 
A continuación, se evaluó la regulación de la expresión específica de la proteína 
identificada de forma tardía en el estadio de bradizoíto utilizando la técnica de 
RT-PCR en tiempo real. Este suero fue utilizado para evaluar la expresión de la 
proteína identificada a fin de determinar su expresión específica en bradizoítos y 
su localización. Para ello, se usaron las técnicas de inmunofluorescencia e 
inmunomicroscopía electrónica sobre bradizoítos producidos in vitro, o mediante 
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Neospora caninum is an apicomplexan parasite identified as a major cause of 
abortion in cattle and neurological disease in various animal species. It is closely 
related to Toxoplasma gondii, sharing the ability to persist indefinitely in latent 
stage within the host as a tissue cyst containing slow-dividing bradyzoites. In this 
study, we compared different stress methods to induce in vitro bradyzoite 
conversion, using MARC-145 cells infected with Nc-Liverpool isolate. The 
tachyzoite-to-bradyzoite conversion rate was monitored at days 3, 5, and 7 after 
stress in a double-immunofluorescence assay using a monoclonal antibody 
against the tachyzoite antigen SAG1 ( SAG1) and a rabbit serum directed to the 
intracytoplasmic bradyzoite antigen BAG1 ( BAG1). Seven days of treatment 
with 70 µM sodium nitroprusside offered the highest bradyzoite transformation 
rate and the best yield of total parasitophorous vacuoles observed. In the present 
work, we introduce an alternative, simplified, and more advantageous method 
for bradyzoite production of N. caninum, using a reliable cell culture system easy 




Neospora caninum is an apicomplexan coccidian protozoan closely related to 
Toxoplasma gondii; both parasitize a broad range of mammalian species (Dubey 
and Lindsay, 1996). The former has become an international concern because of 
the association between infection by this parasite and repeated abortions, 
stillbirths and transplacental transmission in dairy and beef cattle (Anderson et 
al., 2000). The parasite can also affect dogs, which develop clinical disease 
characterized by polymyositis, encephalitis, ascending paralysis and, eventually, 
death (Lindsay and Dubey, 1989; Buxton et al, 2002). 
 
Like T. gondii, the life cycle of N. caninum involves 3 distinctive stages, a 
sporozoite (latent stage within oocysts by which intermediate hosts become 
infected after ingestion), the fast-replicating tachyzoite (disseminated throughout 
host tissues), and a slow-dividing bradyzoite (which remains latent in tissue cysts 
until reactivation) (Antony and Williamson, 2001; Buxton et al., 2002). 
 
To date, mechanisms have been widely studied in vitro by which T. gondii 
tachyzoites transform into bradyzoites and vice versa (Lyons et al., 2002). Strain-
dependent ability of T. gondii to transform into bradyzoite spontaneously has 
been reported (Lindsay et al., 1993; Soete et al., 1993; Gross et al., 1996), and in 
vitro conversion has been also attempted using a wide variety of stress conditions 
(Jones et al., 1986; Bohne et al., 1993; Bohne et al., 1994; Soete et al., 1994; Weiss et 
al., 1998; Yahiaoui et al., 1999; Kirkman et al., 2001). The development of a 
continuous cell culture system for the study of this parasite stage was also 
described (Weiss et al., 1995). 
 
Some N. caninum isolates can be induced to express bradyzoite-specific 
antigens in vitro (Weiss et al., 1999). Bradyzoite differentiation is influenced by 
length of culture time under stress conditions, although not with the same 
efficiency as T. gondii. Organotypic slice culture of neuronal tissue has been 
evaluated as an alternative method to study parasite behavior in the central 
nervous system (Vonlaufen, Gianinazzi et al., 2002), but bradyzoite conversion 
was not observed. Recent studies describe keratinocytes as good tools for 
bradyzoite conversion when used together with a continuous stress treatment 
(Vonlaufen, Muller et al., 2002), whereas discouraging results have been obtained 
with other cell lines (Tunev et al., 2002). 
 
In this study, we evaluated the capacity of several stress agents to induce 
bradyzoite conversion, by introducing an alternative, more suitable and 
advantageous method for in vitro production of N. caninum bradyzoites. This 
may encourage further development of diagnostic and prophylactic tools based 
on parasite-specific proteins to analyze aspects of acute and chronic neosporosis. 
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2. Material and methods 
Cell cultures and parasite 
After preliminary assays using various cell lines, e.g. Vero, CHO, glial rat 
tumor C6-9 cells and MARC-145 epithelial-like cells (an MA104 clone from fetus 
monkey kidney; Kim et al., 1993), we chose MARC-145 cells for this study. Cells 
were maintained in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS), 15 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethane-sulfonic acid(pH 7.2), 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 g/ml 
streptomycin, and 250 ng/ml fungizone and incubated at 37º C and 5% CO2. Cells 
were passaged twice weekly. 
 
Tachyzoites of Nc-Liverpool (Nc-Liv) isolate (Barber et al., 1995) were 




We used the monoclonal Ncmab-4 mouse antibody, developed against 
the tachyzoite surface antigen NcSAG1 ( SAG1) (Björkman and Hemphill, 1998), 
and a polyclonal rabbit antirecombinant serum that reacts with the bradyzoite 
intracytoplasmic antigen BAG1 ( BAG1) (McAllister et al., 1996). The T. gondii 
bradyzoite-reacting CC2 monoclonal antibody (Gross et al., 1995) was used to 
confirm the maturation process of cystlike structures containing bradyzoites. 
 
Rhodamine-conjugated goat anti-mouse IgG, fluorescein goat anti-rabbit 
IgG and fluorescein goat anti-rat IgG (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Munich, 
Germany) were used as secondary antibodies. 
 
In vitro induction of stage conversion 
Cells were plated onto 24-well plates with cover glasses (10 mm) and 
cultured for 24 hr for infection with Nc-Liv tachyzoites at a 2:1 host-parasite ratio, 
after which media were replaced daily, with or without treatment. 
 
Sodium nitroprusside (SNP; Sigma-Aldrich Chemie, Gmbh Munich, 
Germany) and forskolin (Applichem GmbH, Darmstadt, Germany) were used as 
chemical stress agents. Stock solutions were prepared by dissolving in DMEM 
and dimethyl sulfoxide (DMSO), respectively. Final culture medium 
concentrations contained 50, 70, or 100 µM SNP, or 10 µM forskolin. 
 
Axenic incubation of parasites before cell monolayer infection was also 
performed. Bradyzoite induction medium, consisting of DMEM containing 20% 
FBS (BIM; Yahiaoui et al., 1999) was used to incubate 107 syringe-purified 
tachyzoites per milliliter (15 hr, 37º C, 5% CO2). The second treatment included 
free tachyzoites incubated in similar conditions for 2 hr in DMEM supplemented 
with 2% FBS and 100 µM SNP. Cells were then infected and medium changed to 
50 µM SNP, which was replaced daily until the end of the experiment. 
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Stage conversion was also induced by increasing the pH of culture 
medium to 8.1. Infected cells cultured in medium at pH 7.2 or in medium 
supplemented with 0.1% DMSO were used as controls. All specimens were 
inspected daily by phase contrast microscopy. 
 
At days 3, 5, 7 and 9 after stress, coverslips were fixed with 4% 
formaldehyde and 4% saccharose in phosphate-buffered saline (PBS) for 30 min, 
blocked, permeabilized with 3% bovine serum albumin (BSA) and 0.2% Triton X-
100 (Sigma) in PBS (37 C, 30 min), and washed 3 times with 0.1% BSA. 
 
Conversion measurement assays 
Coverslips were double labeled with BAG1 (1:100) and either SAG1 
(1:150) or CC2 (1:100) and incubated (37º C, 90 min), followed by 2 brief washes in 
PBS with 0.1% BSA and three 5-min washes, incubated with 0.1 mg/ml 4',6-
diamidino-2-phenylindole (Sigma) and appropriate conjugates (37º C, 45 min), 
and then washed again, including a final wash in distilled water. They were then 
overlaid with 40% glycerol and 2.5% 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (Sigma) in PBS. 
Antibody binding was observed on a fluorescence-inverted microscope. 
Photomicrographs were taken with a X100 oil-immersion objective using a 
confocal microscope and Bio-Rad MRC 1024 capture imaging system (Bio-Rad, 
Hercules, California). 
 
Each treatment condition was tested in triplicate, with 2 independent 
assays per treatment. To standardize observations, parasites expressing only 
SAG1 were considered tachyzoites; those expressing both SAG1 and BAG1 
antigens were designated intermediate bradyzoites (Tunev et al. 2002), and those 
expressing BAG1 only were considered pure bradyzoites. 
 
Bradyzoite conversion was calculated by random counting of 10 fields 
per coverslip and comparing the percentage of BAG1-positive parasitophorous 
vacuoles (PV) containing either pure or intermediate bradyzoites versus total PV. 
Values were compared using SAS V8.2 software (SAS Institute Inc., Cary, NC), by 
1-way analysis of variance and Duncan’s multiple range test to identify the best 
treatment for the highest total number and estimated percentage of PV expressing 
BAG1 over time. 
 
Transmission electron microscopy 
Bradyzoite conversion and cyst wall formation were observed by 
culturing infected MARC-145 cells with 70 M SNP up to 7 days. Control wells 
were maintained with medium at pH 7.2 for 3 days. All cultures were then fixed 
in 2.5% (v/v) glutaraldehyde buffered with 2% paraformaldehyde in Sörensen 
buffer (pH 7.2; 1 hr, room temperature), rinsed in 0.1 M Sörensen buffer, 
postfixed in OsO4, dehydrated in a graded acetone series, and embedded in Epon. 
Thin sections were placed on copper grids and stained with uranyl acetate or lead 
citrate. Images were examined with a JEOL 1010 transmission microscope at 80 
Comparative análisis of stress agents for production in vitro of N. caninum 
37 




MARC-145 cells showed the best growth rates and stress-resistance 
capacity in comparison to other cell strains and were able to withstand infection 
up to day 7. Tachyzoite-bradyzoite transformation rates increased with time in 
almost all cases, and bradyzoite conversion was seen from day 3 after stress 
onward, with the highest yields at day 7 after stress (Table I). Whereas at day 3 
after stress, some large SAG1-positive PV showed a mixture of tachyzoites and 
intermediate bradyzoites (BAG1-positive) (Fig. 1A-C), at day 7 after stress, small 
PV with pure bradyzoites were more common (Fig. 1D-F). At early stages of 
bradyzoite conversion, CC2 was recognized intra-vacuolarly on several PV, 
although with little BAG1 recognition by zoites (Figs. 1G-I). Later, PV were CC2 
positive at the vacuolar periphery and contained BAG1-positive parasites (Figs. 
1J-L). 
 
Untreated and SNP-treated cell cultures infected with Nc-Liv were 
observed by transmission electron microscopy (TEM) (Fig. 2). In the untreated 
culture, mainly PV with a thin parasitophorous membrane were found (Fig. 2A). 
In contrast, SNP-treated cultures had small PV containing electron-lucent 
structures similar to amylopectin granules. Some vacuoles were seen with 
abundant electron-dense granular and filamentous material in the lumen (Fig. 2B) 
or deposited on the periphery (Fig. 2C). This irregular wall was of variable 
thickness (0.2-1.5 µm) and density, and was surrounded by the thinner 
parasitophorous membrane.  
 
SNP produced the highest percentage of bradyzoite conversion (Table I). 
Statistical analysis showed a significant difference when SNP treatments were 
compared with other protocols (P < 0.001), with no significant differences among 
SNP treatments. In some replicates, 70 µM yielded up 96.0% of BAG1-positive PV 
at day 7 after stress. Moreover, at this dose, we observed the highest percentage 
(21.2%) of vacuoles containing pure bradyzoites.  
 
When extracellular tachyzoites submitted to axenic incubation were used 
to infect a cell culture, low percentages of intermediate bradyzoites were 
observed, and free tachyzoites reinfected and destroyed the cell monolayer. 
Similar results were obtained using forskolin or pH 8.1 treatment (Table I). 
Control cultures maintained at pH 7.2 or containing 0.1% DMSO did not 
stimulate bradyzoite conversion. 
 
4. Discussion 
The main goal of this study was to establish an in vitro system with 
which to guarantee a large, permanent source of easy-to-purify N. caninum 
bradyzoites. Efficient recovery of these bradyzoites after in vitro production is 
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needed to avoid additional parasite purification steps. In our system, daily 
treatment of infected MARC-145 cells with 70 M SNP for 7 days yielded the best 
results for tachyzoite transformation into intermediate bradyzoites and pure 
bradyzoites. This result is particularly significant given that a recent study used 
keratinocytes to obtain high N. caninum transformation rates (Vonlaufen, Muller 
et al., 2002); nonetheless, because of its adhesive properties and propensity to 
differentiation and keratin synthesis, this cell type could affect parasite recovery 
(Hennings et al., 1980; Jensen et al., 1990; Hager et al., 1999). 
 
Neospora caninum bradyzoite development in vitro is directly related to 
the cell culture system selected for their maintenance. We first compared various 
cell strains, including MARC-145 cells, and assayed several in vitro treatments 
that had yielded good T. gondii transformation rates. 
 
MARC-145 cells showed the best resistance to infection by the Nc-Liv 
isolate and to stress treatment up to day 7 after stress. Good yields of bradyzoite 
conversion were obtained using this isolate, coinciding with previous 
observations of its greater proclivity to be stimulated for differentiation and 
formation of tissue cysts in vitro (Weiss et al., 1999; Vonlaufen, Muller et al., 2002). 
Our data confirm the need for a treatment equilibrium that inhibits tachyzoite 
multiplication and allows conversion into slowly multiplying bradyzoites, 
without harming the host cell monolayer. 
 
Although control groups corroborated previous studies in which N. 
caninum differentiation did not proceed spontaneously (Weiss et al., 1999), 
alkaline maintenance of infected cultures (Soete et al., 1994) stimulated bradyzoite 
differentiation during the first days, but later harmed the cell culture and took 
them to an early lysis. 
 
After 15 hr of axenic incubation of Nc-Liv tachyzoites, stressed parasites 
were able to infect and destroy the cell monolayer, suggesting that any stress 
inductor may be directed not only to free tachyzoites, but also to the infected cell 
monolayer, switching on appropriate signaling pathways and enhancing 
bradyzoite conversion (Weiss et al., 1995, 1998). 
 
Forskolin stimulates a transient increase of adenylate cyclase (cAMP) 
levels within the host cell, leading to transcription of bradyzoite-specific genes to 
elicit bradyzoite transformation. Forskolin nonetheless did not stimulate 
conversion in Nc-Liv in this study. Our results highlight the need to determine 
whether N. caninum cAMP is unaffected by forskolin, as occurs in Plasmodium 
falciparum (Read and Mikkelsen, 1991). 
 
As a NO donor, SNP strongly induces bradyzoite development in T. 
gondii (Bohne et al., 1994; Kirkman et al., 2001). Because prolonged cell stimulation 
with SNP could lead to apoptosis, we assayed several treatments to determine 
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which protocol induced greater bradyzoite conversion rates with least cell 
damage; this included 3 treatments directed at the infected cell monolayer and 1 
that targeted free parasites before infection. Treatment with 70 M SNP showed 
both the highest mean percentage of bradyzoites and a measurable number of PV 
at day 7 after stress. Treatment with 100 µM SNP, before or after cell monolayer 
infection, resulted in a slight reduction in the conversion rate, with up to 71.4% 
and 75.0% of PV showing BAG1 expression at day 7, though with a very low total 
number of PV (Table I). 
 
We observed that SAG1-positive PV containing intermediate and pure 
bradyzoites could be seen from day 5 after stress onward, as well as some small 
vacuoles with 1 pure bradyzoite and other zoites expressing both tachyzoite and 
bradyzoite antigens. This asynchronous stage conversion within a single PV has 
been reported for N. caninum (Weiss et al., 1995) and T. gondii (Soete et al., 1993), 
although it was not observed by Vonlaufen, Muller et al. (2002); it appears to obey 
a hierarchical expression of distinct bradyzoite-specific antigens in parasites 
undergoing stage conversion (Lyons et al., 2002). 
 
When 70 M SNP-treated coverslips were studied at day 7 after stress 
using -BAG1 and CC2 together, most PV with inner -BAG1-labeled zoites were 
also CC2 positive at the parasitophorous membrane, confirming formation of a 
cystlike structure. Additional TEM observations corroborated 
immunofluorescence results obtained with CC2 and -BAG1. Development of a 
cyst wall could be understood as the production of proteins by parasites 
undergoing bradyzoite conversion and their accumulation in the vacuole lumen 
to later migrate and be deposited in the periphery, as suggested by Lane et al. 
(1996). Cyst wall formation was seen mainly as clumps of material surrounding 
the parasitophorous membrane, although some small vacuoles showed an almost 
complete cyst wall. 
 
Our results suggest that an appropriate SNP level for a relatively short 
period of time, together with an easy-to-handle cell strain, induce bradyzoite 
transformation, and ratify the importance of ease in harvesting and purifying 
bradyzoites, without the difficulties produced by excess remaining cells or the 
presence of host cell products. Despite previous results by Tunev et al. (2002), 
high bradyzoite formation rates would be linked to the balance between cell 
culture and parasite load, rather than to incubation time alone. 
 
Features of N. caninum tachyzoite-bradyzoite conversion observed here 
describe a scenario in which parasite transformation is a progressive, individual 
process achieved at distinct times within a single vacuole. This allows some 
tachyzoite- and bradyzoite-specific antigens to be shared for a brief period on a 
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Tables and Figures. 
 






Pure + intermediate 
bradyzoite vacuoles 
(mean % ± SEM) 
Pure bradyzoite 
vacuoles 
(mean % ± SEM) 
pH 7.2 3 211 2.1 ± 0.7 0.2 ± 0.2 
 5 150 3.8 ± 0.9 0.1 ± 0.1 
 7 251 10.6 ± 3.2 0.8 ± 0.4 
DMSO 3 211 1.8 ± 0.8 0.0 ± 0.0 
 5 182 4.4 ± 1.3 0.0 ± 0.0 
 7 178 7.2 ± 1.5 0.5 ± 0.3 
SNP50 3 122 25.3 ± 3.7 0.4 ± 0.4 
 5 132 39.6 ± 5.1† 1.2 ± 0.2 
 7 159 45.7 ± 5.7† 3.2 ± 1.4 
SNP70 3 109 28.4 ± 4.3 0.1 ± 0.1 
 5 115 42.7 ± 4.6† 0.6 ± 0.3 
 7 84 58.1 ± 10.7† 6.8 ± 2.9 
SNP100 3 101 17.1 ± 3.7 0.0 ± 0.0 
 5 68 52.0 ± 5.6† 1.5 ± 0.6 
 7 19 40.9 ± 13.6† 4.1 ± 1.7 
SNP100/50 3 77 31.6 ± 7.9 0.2 ± 0.2 
 5 61 57.8 ± 10.6† 0.7 ± 0.4 
 7 45 56.8 ± 4.8† 0.0 ± 0.0 
BIM 3 117 14.8 ± 3.8 0.0 ± 0.0 
 5 220 11.8 ± 2.9 0.0 ± 0.0 
 7 121 13.0 ± 4.3 0.0 ± 0.0 
pH 8.1 3 73 28.1 ± 8.1 0.0 ± 0.0 
 5 51 20.8 ± 5.8 0.6 ± 0.4 
 7 108 11.7 ± 4.1 0.1 ± 0.1 
Forskolin 3 152 11.0 ± 3.6 0.0 ± 0.0 
 5 159 5.8 ± 1.6 0.5 ± 0.5 
 7 161 6.1 ± 0.9 0.7 ± 0.4 
*SNP50, SNP70 and SNP100, 50, 70, and 100 M SNP, respectively; SNP100/50, pre-
treatment of free tachyzoites with 100 M SNP followed by treatment of infected 
MARC-145 cells with 50 M SNP; BIM, 15-hr axenic incubation of tachyzoites 
before cell infection; pH 8.1, alkaline medium, and forskolin (10 M) pH 7.2 and 
DMSO were used as controls. 




Figure 1. Double-label immunofluorescence in Nc-Liv-infected MARC-145 cells 
stressed with 70 µM SNP and fixed at day 7 after stress. SAG1-labeled parasites 
are red (A,D); those labeled with BAG1 are green (B,E). In (C), large vacuoles 
enclosed mainly tachyzoites, with some intermediate bradyzoites that reacted 
with both antibodies. In (F), small vacuoles that react only with BAG1 share the 
host cell with SAG1-positive parasites. CC2-reacting vacuoles are green (G,J) and 
BAG1-positive parasites are red (H,K). Depending on the maturation stage, some 
vacuoles react with CC2 on the lumen, with recognition of some BAG1-positive 
parasites (I), whereas vacuoles reacting with CC2 at their periphery express BAG1 


















Figure 2. TEM of in vitro tachyzoite-bradyzoite conversion of Neospora 
caninum. A. Nc-Liv PV from untreated MARC-145 cell culture shows a thin 
parasitophorous membrane that delimits boundaries (arrow), with scarce 
electron-dense material in the lumen. Magnification X20,000. Bar = 1 µm. B. After 
5 days of SNP treatment, large clumps of electron-dense material accumulate in 
the matrix, whereas some parasites begin to show electron-lucent vacuoles 
interpreted as amylopectin granules (AG), characteristic of bradyzoites. 
Magnification X15,000. Bar = 2 µm. In (C), a developing tissue cyst is shown. Note 
electron-dense granular and filamentous material accumulated peripherally, 
forming a thick layer bounded to the parasitophorous membrane, which indicates 
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Here we identify and clone the NcSAG4 gene, orthologue to the Toxoplasma gondii 
TgSAG4 gene, and the first reported gene to be expressed specifically during the 
Neospora caninum bradyzoite stage. To isolate NcSAG4, we designed degenerate 
oligonucleotides based on the TgSAG4 protein amino acid sequence. A 312-bp 
DNA fragment was amplified by PCR from N. caninum genomic DNA, whose 
sequence showed 65% identity to TgSAG4 gene over 257 bp. NcSAG4 gene 
sequence was obtained by PCR genome walking. Nucleotide sequencing of 
amplified DNA fragments showed a single uninterrupted 522-bp ORF that 
encoded a 173-amino-acid protein with a predicted molecular mass of 18,394 Da, 
with 69% similarity to the TgSAG4 antigen. A 28-residue putative signal peptide 
was found at the NH2-terminus, followed by a strongly hydrophilic region. An 
amino acid motif for a phosphatidylinositol glycan anchor was identified at the 
COOH-terminus. The NcSAG4 protein lacking the putative signal peptide at the 
NH2-terminus was expressed in Escherichia coli and was recognized in western blot 
by sera from congenitally-infected cattle. A mouse polyclonal anti-rNcSAG4 
serum was produced for immunofluorescence studies, and revealed stage-specific 
NcSAG4 antigen expression in in vitro-cultured bradyzoites. Real-time reverse 
transcription-PCR analysis with samples from in vitro stage-conversion assay 
showed increasing levels of NcSAG4 transcript over time, suggesting a 
developmental upregulation of this gene. 
 




Neospora caninum is an apicomplexan coccidian protozoan closely related 
to Toxoplasma gondii, both of which parasitize abroad range of mammalian species 
[1]. N. caninum has become an international concern due to the association 
between infection by this parasite and repeated abortion, stillbirth, and 
transplacental transmission in dairy and beef cattle [2]. The parasite canal so affect 
dogs, which develop clinical disease characterized by polymyositis, encephalitis, 
ascending paralysis, and, eventually, death [3,4]. 
 
Like T. gondii, the N. caninum life cycle involves three distinct stages, a 
sporozoite (latent stage within oocysts by which intermediate hosts are infected 
after ingestion); the fast-replicating tachyzoite, disseminated throughout host 
tissues; and the slowly dividing bradyzoite, which is latent in tissue cysts until 
reactivation. The precise pathways for tachyzoite-to-bradyzoite conversion and 
vice versa remain poorly understood. 
 
In N. caninum, as in T. gondii, tachyzoites and bradyzoites are 
distinguished mainly by differential expression of stage-specific antigens. 
Identification and cloning of these molecules will aid in describing mechanisms of 
the latent stage and reactivation, both crucial events in N. caninum pathogenesis. 
Several tachyzoite proteins have been characterized, and most appear to be shared 
by bradyzoites [5]. Some proteins are expressed in dense granules [6–10] and are 
also found at the tissue cyst periphery [11]; others are expressed as tachyzoite 
microneme antigens [12–15]. Two immunodominant tachyzoite surface antigens 
have been identified in N. caninum, NcSAG1 [16], a stage-specific protein whose 
gene has been cloned [17], and NcSRS2 [18]. 
 
Compared to data on N. caninum tachyzoite antigen composition, little is 
known of bradyzoite antigens, due mainly to low bradyzoite production levels in 
vivo [19] and in vitro [20,21]. Methods have recently been optimized for efficient 
N. caninum bradyzoite production in cell culture [22,23,11] permitting analysis of 
bradyzoite molecular biology. 
 
McAllister et al. [24] showed that a polyclonal serum to recombinant 
TgBAG1 protein crossreacts with N. caninum bradyzoites but not with tachyzoites, 
indicating the likelihood of a similarly expressed protein in T. gondii and N. 
caninum. Here, we report the identification, cloning and expression of the first 
bradyzoite-specific gene of N. caninum, orthologue to TgSAG4 [25]. We term this 
gene NcSAG4, and its product NcSAG4, in accordance with the nomenclature 
used for N. caninum gene denomination [26]. 
 
2. Materials and methods 
 Cell cultures and parasites 
N. caninum and T. gondii tachyzoites were maintained by serial passage on 
MARC-145 cell monolayers at a 1:1 host:parasite ratio. Cells were maintained in 
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Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine 
serum (FBS), 15mM HEPES (pH 7.2), 2mM glutamine, 100 Uml−1 penicillin, 100 
gml−1 streptomycin and 250 ngml−1 fungizone, and incubated (37 ºC, 5% CO2). 
Cells were passaged twice weekly. 
 
In vitro induction of stage conversion was carried out in MARC-145 cells 
infected with tachyzoites at a 2:1 host:parasite ratio and cultured in either 75 cm2 
flasks or coverslips. At 24 h post-infection, medium was replaced and 70 M 
sodium nitroprusside (Sigma) was added and renewed daily for 7 days, as 
described previously [23]. Infected cells cultured in medium at pH 7.2 were used 
as controls. Coverslips were fixed every day up to day 3 and at days 5 and 7 after 
stress, whereas cultures on flasks were collected at the same intervals for RNA 
extraction. Parasites were subsequently purified from the cell monolayer by 
rupture with a 25-gauge needle, followed by centrifugation (1350×g, 4 ºC, 15 min). 
The pellet was resuspended in cold PBS, washed once by centrifugation, 
resuspended in 5ml PBS, and parasites separated from intact host cells on a PD-10 
columns (Amersham Biosciences). 
 
 Nucleic acid isolation 
Total DNA from purified tachyzoites was isolated using the GenomicPrepTM 
Cells and Tissue DNA Isolation kit (Amersham Biosciences). Total RNA from 
parasites was isolated using the NucleoSpin II RNA purification kit (BD 
Biosciences Clontech) and an additional treatment with 2U DNase (Roche) was 
performed.  
 
 PCR  
Degenerate oligonucleotides were designed by reverse translation based on 
the TgSAG4 protein consensus amino acid sequence (Fig. 1A) from databases 
(GenBank accession number AF340224, Z69373, AF340225, AF340226). These were 
designated SAG4-2: AARAARGARATIATIACICCIGG for the sense sequence, and 
SAG4-3: ACIGGYTCRTCYTTRCARTGRTC and SAG4-4: 
RTCYTTIACYTTRAARCARAAIGG for anti-sense sequences; oligo 1a: 
TGGACITAYGAYTTYAARAARGC was used as an optional sense primer [25]. 
 
PCR was performed with 0.4 g of genomic DNA with 2.5U EcoTaq DNA 
polymerase (Ecogen) in PCR buffer with 4 mM MgCl2, 200 M of each 
deoxynucleotide (dNTP), and 40 pmol of each primer in a final volume of 50 l. 
Initial denaturation (94 ºC, 5 min)was followed by 40 cycles of denaturation (94 ºC, 
1 min), annealing (56 ºC, 1 min) and extension (72 ºC, 1 min, plus 1 s per cycle), 
with a final extension at 72 ºC for 10 min. We sequenced the NcSAG4 open 
reading frame (ORF) of several N. caninum isolates, using oligonucleotides 
FNcSAG4 and ReNcSAG4 (Table 1). PCR was performed with 0.1 g of genomic 
DNA using 1.25U EcoStart (Ecogen), in PCR buffer with 2.5 mM MgCl2, 200 M of 
each dNTP, and 40 pmol of each primer in 50 l. Initial denaturation (95 ºC, 7 min) 
was followed by 40 cycles of denaturation (95 ºC, 30 s), annealing (53 ºC, 1 min) 
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and extension (72 ºC, 4 min, plus 1 s per cycle), with a final extension at 72 ºC for 
10 min.  
 
 RT-PCR 
Specific primers were designed for NcSAG4, NcSAG1 and 18S ribosomal RNA 
(Nc18sR) genes (Table 1), using the Primer Express Software v.1.5 (Applied 
Biosystems). Following total RNA isolation, cDNA was synthesized from 50 ng of 
total parasite RNA using Superscript II RNAse H minus Reverse Transcriptase 
(200 U, Invitrogen), random hexamers (12.5 nM, Applied Biosystems) and RNAse 
inhibitor (40 U, Ambion) in 20 l of reaction mixture, according to manufacturer’s 
instructions. Samples were prepared as template at 10-fold dilutions from 2_l of 
cDNA. Quantitative PCR was performed in the ABI Prism 7000 Sequence Detector 
(Applied Biosystems), using DNA binding dye SYBR Green I (Platinum SYBR 
Green qPCR SuperMix UDG, Invitrogen). 
 
The PCR mixture contained a final concentration of 1.5U Platinum Taq DNA 
polymerase (Invitrogen), 3 mM MgCl2, 200 M of each dNTP, 1U of UDG and 200 
nM of each primer in 25 l. Amplification was performed according to 
manufacturer’s protocol, with one cycle at 50 ºC for 2 min and 95 ºC for 10 min, 
followed by 40 cycles at 95 ºC for 15 s and 60 ºC for 1 min. All samples were 
processed in triplicate. For amplification, data acquisition, and data analysis, we 
used sequence detection system Software v.1.6 (Applied Biosystems). The 
standard deviation of each sample Ct value did not exceed 0.5.  
 
Results were expressed as x-fold induction calculated by the 2− Ct formula, 
according to ABI Prism 7000 Sequence Detector (Applied Biosystems) real-time 
RT-PCR manual. The − Ct of samples was determined, first calculating the 
difference ( Ct) between the mean threshold cycle (Ct) values of NcSAG4 or 
NcSAG1 (targets) and Nc18sR (normalizer) amplicons for each sample, and then 
subtracting baseline sample’s Ct (unstressed parasites from day 0). 
 
 Genome walking 
We used the Universal Genome Walker kit (BD Biosciences Clontech) to 
isolate the NcSAG4 gene. Briefly, N. caninum genomic DNA was cleaved 
independently with EcoRV, DraI, PvuII and StuI, then ligated to short adaptor 
sequences. Ligated DNA pools were used as templates for two rounds of nested 
PCR with the NcSAG4 gene specific primers 1R5SAG4, 2R5SAG4, 1F3SAG4 and 
2F3SAG4 (Table 1) and adaptor primers to amplify 5’ and 3’ flanking regions.  
 
Each PCR mixture consisted of 1.1mM Mg(OAc)2, 200 M of each dNTP, 1× 
Tth PCR reaction buffer, 0.2 M of each oligonucleotide and 1×Tth Advantage 
genomic polymerase mix (BD Biosciences Clontech) in a reaction volume of 50 l. 
For primary PCR, we used 1 l of each genomic library as template. Conditions for 
initial PCR were: 7 cycles at 94 ºC for 25 s and 68 ºC for 3 min, followed by 32 
cycles at 94 ºC for 25 s and 64 ºC for 3 min, with final elongation at 64 ºC for 7 min. 
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In the second PCR, 1 l of primary PCR product was used and conditions were: 5 
cycles at 94 ºC for 25 s and 68 ºC for 6 min, followed by 20 cycles at 94 ºC for 25 s 
and 64 ºC for 6 min, with final elongation at 64 ºC for 10 min. Amplified DNA 
fragments were analyzed by electrophoresis on a 1.5% agarose gel, excised, and 
purified using a commercial kit (GENECLEAN Turbo nucleic acid purification kit, 
Q-BIOgene). 
 
 Sequence analysis 
Amplified, purified DNA fragments were sequenced using ABI Prism 377 
DNA sequencer (Applied Biosystems). Nc312 and Nc175 fragments were 
sequenced using oligonucleotide Oligo 1a. DNA fragments amplified by genome 
walking were sequenced using oligonucleotides AP2 and 2R5SAG4 or 2F3SAG4. 
 
The NcSAG4 ORF from genomic DNA of four N. caninum isolates was 
sequenced using FNcSAG4 and ReNcSAG4 oligonucleotides. Sequence data were 
analyzed with BioEdit program. General similarity searches of DNA and protein 
sequences were conducted on non-redundant GenBank databases using BLAST 
2.2.5 or BLASTX 2.2.7 programs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), 
respectively. Pairwise sequence alignment was performed using the Gene Works 
program; we also compared the sequence with the T. gondii and N. caninum genes 
at http://www.tigr.org/tdb/tgi/tggi. Multiple sequence alignment was 
performed using Clustal W at http://www.ebi.ac.uk/clustalw. Hydrophobic 
domains were identified using the Kyte–Doolittle hydrophobicity plot with DNA 
strider 1.0. The putative N-terminal signal peptide was determined with SignalIP 
v2.0 via http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP. Functional motifs were 
predicted using ScanProsite (http://www.expasy.org/cgibin/scanprosite). To 
predict cysteine binding state, we used the CYSPRED prediction method 
(http://www.predictprotein.org). 
 
 Expression of recombinant NcSAG4 
The NcSAG4 protein was produced in the prokaryotic expression vector 
system pRSET (Invitrogen) as a recombinant protein. An NcSAG4 gene fragment 
corresponding to nucleotides 322–763 was amplified by PCR with 
oligonucleotides F85NcSAG4 and ReNcSAG4 (Table 1). PCR was performed on 
0.1 g of genomic DNA (see ORF amplification above). The amplified DNA 
fragment was purified and digested by BamHI and EcoRI and cloned in the 
pRSET-C plasmid previously linearized with the same endonucleases. For 
rNcSAG4 protein expression, Rosetta (DE3) pLysS Escherichia coli cells (Novagen) 
transformed with the recombinant plasmid were cultured in selective medium 
(Luria Bertoni broth with 100 g ml−1 ampicillin and 34 g ml−1 chloramphenicol) 
until the OD600 reached 0.9. Fusion protein synthesis was initiated by adding 
isopropyl- -D-thiogalactopyranoside (IPTG; 1 mM final concentration) to the 
culture. After incubation (4 h, 37 ◦C), bacteria were harvested (3500 ×g, 15 min) 
and lysed in 1X BugBuster protein extraction reagent (Novagen) containing 20 
mM Tris pH 7.98 (5 ml g−1 bacteria), 1X protease inhibitor cocktail (Complete Mini, 
Capítulo III 
54 
EDTA-free tablets, Roche) and benzonase (1 U ml−1, Novagen). Lysis was 
enhanced by gentle shaking (40 min, room temperature). Insoluble cell debris was 
removed by centrifugation (16,000 ×g, 20 min, 4 ◦C). 
 
Inclusion bodies (IB) were washed in BugBuster reagent and suspended in 
0.1× BugBuster solution. The recombinant antigen rNcSAG4 was separated in 15% 
SDS-PAGE and electroeluted in Tris–glycine buffer with 0.1% SDS, according to 
standard methods. Protein concentration was measured using the MicroBCA 
Protein Assay Reagent kit (Pierce). 
 
SDS-PAGE and Western blot analysis 
Electroeluted rNcSAG4was resolved in 15% SDS-PAGE and transferred to 
nitrocellulose membranes by standard methods. Western blot was carried out 
using a set of bovine sera from naturally infected animals, as described [27]. 
 
Polyclonal mouse anti-rNcSAG4 serum production 
BALB/c mice were immunized twice with 30 g dose−1 of electroeluted 
rNcSAG4 in RIBI adjuvant (Sigma), according to standard methods. Sera were 
collected 6 weeks after the first immunization. 
 
Immunofluorescence 
Fixed coverslips were double-labeled with a polyclonal rabbit anti-
recombinant TgBAG1 serum ( BAG1; 1:100 dilution) that reacts against the 
bradyzoite intracytoplasmatic antigen BAG1 [24] and a mouse polyclonal anti-
rNcSAG4 serum ( SAG4; 1:10). In other coverslips, BAG1 was replaced with a 
polyclonal rabbit anti-NcSAG1 serum ( SAG1; 1:100).  
 
Rhodamine-conjugated goat anti-rabbit IgG and fluorescein goat anti-mouse 
IgG (Sigma), respectively, were used as secondary antibodies. Parasite and cell 
nuclei were DAPI-labeled. Antibody binding was observed on a fluorescence-
inverted microscope. Photomicrographs were taken with a 100X oil immersion 
objective on a fluorescence microscope (Nikon Elipse E400) connected to a digital 
camera. Each day from the stage-conversion assay was tested in duplicate. Protein 
expression was measured by random counting of 10 fields per coverslip and 
comparing the percentage of SAG4- or SAG1-positive parasitophorous vacuoles 
(PV) versus total PV. 
 
3. Results 
Isolation of NcSAG4 gene 
In this study, we isolated N. caninum NcSAG4, an orthologue of T. gondii 
TgSAG4, which express a bradyzoite-specific protein. We used a PCR with four 
degenerate oligonucleotides whose design was based on the TgSAG4 protein 
amino acid sequence. PCR experiments were carried out on N. caninum and T. 
gondii genomic DNA. Of several N. caninum DNA fragments amplified (Fig. 1B, 
lane 2), 175 bp and 312 bp fragments coincided in size with those of T. gondii (Fig. 
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1B, lane 1) and were designated Nc175 and Nc312, respectively. Sequencing of the 
amplified N. caninum fragments showed that Nc175 was identical to the initial 
region of Nc312; comparison of a shorter 257 bp fragment from this sequence with 
databases (NCBI, BLASTNnr) indicated 65% identity with the TgSAG4 gene. To 
sequence the NcSAG4, we designed two pairs of sense and antisense 
oligonucleotides falling within the 175 bp sequence, which were used in a PCR 
genome walking procedure to determine the 5’- and 3’-flanking regions. After 
sequencing amplified products, we obtained 793-nucleotides (GenBank accession 
number AY763105). Analysis of this 793 nt sequence showed a single, 
uninterrupted 522 bp ORF. Comparison of the translated sequence with protein 
databases used for BLAST analysis showed 69% similarity to TgSAG4 protein and 
no significant homology to any other sequence in the databases. Genomic DNA 
from four N. caninum isolates (NC-1, NC-Liv, Nc-SweB1, NC-PV1) was used for 
amplification and sequencing of NcSAG4 ORF, with no nucleotide sequence 
differences among isolates. We propose the denomination NcSAG4 for this gene, 
and NcSAG4 for the protein encoded, in accordance with existing nomenclature 
[26]. 
 
Predicted NcSAG4 protein sequence analysis 
After ORF translation, a 173 amino acid protein (Fig. 1A) was predicted with a 
molecular mass of 18,394 Da. Two hydrophobic domains were identified at the 
NcSAG4 protein NH2 and COOH termini using the Kyte–Doolittle hydrophobicity 
plot. A 28-amino-acid putative signal peptide was found at the NH2 terminus, 
whereas in TgSAG4 this signal peptide has a predicted size of 27 amino acids [25]. 
A 25-aminoacid putative signal peptide, characteristic of PI-G-anchored proteins, 
was found in the hydrophobic COOH terminus of the NcSAG4 predicted protein 
in accordance with the ω and ω +2 rule [28]. In this protein, an alanine was found 
as a putative ω site at residue 148, with an adjacent glycine (ω + 1 at residue 149) 
and alanine (ω + 2 at position 150). 
 
Using ScanProsite, we found two possible N-glycosylation sites (consensus 
sequence Asn-X-Ser/Thr) at positions 30 (NWS) and 138 (NKT) when studying the 
functional motifs of the putative mature part of NcSAG4 protein (residues 29–
148). Two cysteines were found at positions 84 and 129, which appear to establish 
disulfide bonds according to the CYSPRED prediction method. 
 
NcSAG4 recombinant protein expression (rNcSAG4) 
The NcSAG4 protein (amino acids 29–173) was produced as a recombinant protein 
(rNcSAG4) in the prokaryotic expression vector system pRSET (Invitrogen). After 
4 h induction in E. coli, rNcSAG4 was expressed as a fusion protein containing an 
N-terminal hexahistidine tag (Fig. 2, lane 2) and accumulated as inclusion bodies 
(Fig. 2, lane 4) that were fractionated by SDSPAGE and the recombinant protein 
purified by electroelution. The apparent molecular mass of rNcSAG4 protein as 
determined by SDS-PAGE concurred with the predicted mass (19.5 kDa). The 
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electroeluted protein was used to immunize mice to obtain a specific polyclonal 
serum against NcSAG4 ( SAG4). 
 
Immunoreactivity of the recombinant antigen rNcSAG4. 
We studied the immunogenicity of recombinant rNcSAG4 in Western blot, 
using IFAT-positive pre-colostral sera from calves and abdominal fluids of 
aborted fetuses from IFAT-positive cows (Fig. 3). IFAT-negative abdominal fluid 
from two aborted fetuses was used as negative controls (Fig. 3, lanes 4, 5). Cysts 
were seen in some brains from IFAT-positives fetuses in histological examination 
(not shown). Sera from congenitally infected calves (Fig. 3, lanes 1–3) and one 7-
month aborted fetus (Fig. 3, lane 6) recognized rNcSAG4 antigen.  
 
Stage-specific NcSAG4 expression 
Double immunofluorescence staining was performed using SAG4 serum to 
detect NcSAG4 (Fig. 4A). As conversion stage marker, we used either BAG1 [24], 
which also reacts with N. caninum bradyzoites (Fig. 4B), or SAG1 which 
recognizes a tachyzoite-specific antigen. Neither BAG1 nor SAG4 reacted with 
tachyzoites used as control, whereas immunofluorescence revealed a bradyzoite-
specific NcSAG4 expression (Fig. 4C). These results were confirmed measuring 
NcSAG4protein expression over time of stage-conversion assay (0, 1, 2, 3, 5 and 7 
days), showing an evident increase (Fig. 4E). Realtime RT-PCR was used to 
compare mRNA levels of NcSAG4 or NcSAG1 genes in N. caninum parasites 
obtained during the stage- conversion assay (1, 2, 3, 5 and 7 days). Comparison of 
Ct values for triplicates of each sample showed minimal variation (S.D. lower than 
0.5). When normalized to 18S ribosomal RNA, NcSAG4 transcript levels exhibited 
up to 381.8-fold induction at 7 day (Fig. 4F), as calculated by the 2− Ct formula. 
Moreover, NcSAG1 mRNA expression showed a moderate reduction between the 
first day and the last day of the stage-conversion assay (4.97 versus 1.04) (Fig. 4F). 
Absence of DNA was confirmed by direct PCR of total RNA from each sample. 
 
4. Discussion 
We report the identification, cloning, expression and characterization of 
the first bradyzoite-specific gene of N. caninum (NcSAG4), orthologue to TgSAG4 
[25].We applied the genome walking method to isolate specific genes from N. 
caninum bradyzoites using T. gondii genes as a model for oligonucleotide design. 
We selected the TgSAG4 gene, which has a known sequence without introns and 
encodes an 18 kDa PI-G anchored bradyzoite-specific surface protein (TgSAG4).  
 
Evidence suggests that the gene isolated is the TgSAG4 orthologue, as 
nucleotide sequence analysis revealed a single uninterrupted 522 bp ORF, highly 
conserved among several N. caninum and T. gondii isolates. Analysis of the 
encoded protein indicated that it is a putative PI-G anchored protein, similar to 
other SAG-related sequences (SRS) from apicomplexan parasites, with a length 
similar to that of TgSAG4. The nascent form of PIG tailed proteins has both N- and 
C-terminal signal peptides, with a hydrophilic central region exposed to the 
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extracellular side of membrane. The signal peptides have similar size (15–30 
residues) and characteristic hydrophobicity. Two of these signal peptides were 
found at the NcSAG4 NH2 and COOH termini. The signal peptides are removed 
during protein processing and the mature PI-G tailed protein is translocated 
through the plasma membrane. 
 
Study of NcSAG4 protein functional motifs allowed prediction of two 
possible N-glycosylation sites, although their utility remains to be determined. 
Two N-glycosylation amino acid consensus sequences were also found in TgSAG4 
protein residues 70 and 137 [25]. N. caninum tachyzoite surface proteins are 
glycosylated with predominantly N-linked glycan modifications [29], in contrast 
to T. gondii tachyzoite surface proteins [30]. Further studies are needed to 
determine whether similar modifications occur on the N. caninum bradyzoite 
surface. 
 
The putative mature NcSAG4 protein has two cysteine residues that are 
conserved in TgSAG4 [25] and probably form disulfide bonds, although 
confirmation is needed. Howe et al. [17] reported two N. caninum tachyzoite 
surface antigens, NcSAG1 and NcSRS2, bearing the conserved cysteine residues 
previously identified in SAG1, SAG3, and the SRS antigens of T. gondii, suggesting 
that these proteins are probably involved in intramolecular disulfide bonding. 
Their conservation may indicate that all these proteins have a similar folding 
pattern. Elucidation of presence of these modifications in N. caninum bradyzoite 
surface, as well as their in vivo implication is an appealing field that needs to be 
more thoughtfully studied.  
 
A region of NcSAG4 protein corresponding to amino acids 29–173 was 
cloned, expressed in Rosetta (DE3) pLysS E. coli strain cells (Novagen), and used 
to produce a specific polyclonal mouse serum ( SAG4) that would determine the 
antigen expression stage. These cells were chosen to improve expression of the 
rNcSAG4 recombinant protein, as they bear copies of rare tRNA genes used by 
organisms whose genome is (A + T)-rich, such as the apicomplexan parasites [31]. 
 
Immunoreactivity of the recombinant rNcSAG4 protein was assessed 
using anti-N. caninum antibodies from naturally infected cattle. Serum and fetal 
fluid samples were used from a set of congenitally infected calves or fetuses 
aborted in late pregnancy from IFAT-positive cows. These samples were used 
since the bovine fetus becomes immunocompetent from 5 months of pregnancy 
[32]. At this time, parasite multiplication and infection are limited, persisting in 
tissue cysts produced by tachyzoite-to-bradyzoite conversion, as we observed in 
one aborted fetus and one calf, and as previously described for fetuses and calves 
[33–35]. We anticipated detecting antibodies against bradyzoite specific antigens, 
such as NcSAG4. Samples from congenitally infected animals had specific anti-
NcSAG4 antibodies, highlighting the role of this protein in the immune response 
induced by the bradyzoite, probably during conversion when persistent infection 
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is established. These results also hint that the recombinant NcSAG4 protein retains 
its immunogenicity. 
 
To confirm bradyzoite stage-specific NcSAG4 expression, we performed 
an immunofluorescence assay using a mouse polyclonal serum against the 
recombinant rNcSAG4 protein. To induce N. caninum stage-conversion, we used 
an in vitro method previously standardized [23], in which we expected to obtain a 
mean percentage of up to 58.1% of conversion rate, using BAG1 as bradyzoite-
specific marker. The results indicated that the NcSAG4 gene is expressed 
specifically at the bradyzoite stage in N. caninum similar to the orthologue 
TgSAG4 in T. gondii, showing a mean percentage of PV expressing this protein of 
58.20% at day 7 of the stage-conversion assay. N. caninum tachyzoite to bradyzoite 
conversion is a progressive, individual process achieved at distinct times within a 
single vacuole [23], allowing some tachyzoite- and bradyzoite-specific antigens to 
be shared for a brief period on a single parasite until its maturation is complete.  
 
For this reason, we have not found an evident decrease of SAG1 
expression, measured as percentage of PV SAG1-positives, during this assay, but 
the SAG1 labeling was less intense in some parasites expressing SAG4 at 7 day 
post-treatment. Furthermore, NcSAG1 mRNA expression rather decreased during 
the stage-conversion assay. Comparison of NcSAG4 mRNA levels in tachyzoites 
and bradyzoites over time suggests NcSAG4 transcript seems to be upregulated in 
a similar way to TgSAG4 in T. gondii, whose transcription would be 
developmentally regulated [25]. This has been also observed in other bradyzoites 
specific genes, such as TgLDH2 which showed a 50-fold increase in mRNA in 
bradyzoites compared to tachyzoites ([36]). Nonetheless, post-transcriptional 
upregulation of gene expression was suggested for the bradyzoite-specific gene 
TgBSR4 [37], which expresses the T. gondii bradyzoite-specific surface antigen p36. 
 
The specific role for the SRS superfamily of PI-G-anchored surface 
antigens from apicomplexan remains unclear. They appear to be adhesins 
implicated in host cell attachment, and immune activators as suggested for 
TgSAG1 and TgSAG2A [38,39]; they might also mediate immune evasion, 
facilitating parasite survival and propagation. How stage expression differences 
among SRS genes are regulated and their contribution to pathogenesis are 
questions that will be answered in the future. 
 
The description of this N. caninum bradyzoite-specific antigen opens 
another gateway for research on this parasite. Further studies are needed to 
characterize NcSAG4 function, its role in tachyzoite-to-bradyzoite conversion and 
in reactivation from tissue cysts, as well as to clarify the mechanisms by which 
bradyzoites invade host cells. 
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Tables and Figures 
 
Table I. Oligonucleotides used for PCR, RT-PCR, sequencing and genome 
walking. 
 




































































a nt position in NcSAG4 
b nt position in NcSAG1 
cnt position in Nc18sR 
dIn bold on the primer sequence corresponding to NcSAG4 
 




    Oligo 1a TgSAG4-2 
TgSAG4 (172) MTKNKILLRA VLCFLILFG- CSAWRVRAKS WTYDFKKALD DDETKKEIIT  
NcSAG4 (173) MEKSAFFPRV VLCFVVVLSA CSAWRVEGKN WSYDFKKPLD SDETRKETIS  
 * *. :: *. ****::::. ******..*. *:*****.** .***:** *:  
       TgSAG4-3 
TgSAG4 PGDSVSIENS GSRPLEYIPP NPSQVLKVEK GDHCKDEPVE LAALFKGSAP  
NcSAG4 PGESVSIQNS GSITLAYNPT GDTQVLRASS GDSCRDEPIE LATLFPAATP  
 **:****:** ** .* * *. . :***:... ** *:***:* **:** .::*  
      TgSAG4-4 
TgSAG4 TPAWTEAQST RSLTVPAGSV PEKETIPFCF KVKDTGKNKT LTAVIKVAGA  
NcSAG4 APTWMQTGST RTLAFPTNAV PAKQTTPFCF KVTDTQKNKT LTAIIKVAGA  
 :*:* :: ** *:*:.*:.:* * *:* **** **.** **** ***:******  
 
TgSAG4 HGLSAAVGVS IGIPALAFVL ISM 
NcSAG4 QGLSAALGVS IGIPALAFAL SSI 


















Figure 1. Panel A. Amino acid alignment of Neospora caninum NcSAG4 protein 
with Toxoplasma gondii TgSAG4. Asterisks (*) represent identical residues, colons 
(:) indicate  50% similarity, and periods (.) indicate 10% similarity using Clustal 
W analysis. Degenerate oligonucleotides designed on the basis of the TgSAG4 
protein amino acid sequence are boxed. Panel B. NcSAG4 isolation by PCR. PCR 
was performed using four degenerate oligonucleotides in the same reaction, 
whose design was based on the amino acid sequence of TgSAG4, on gDNA of T. 
gondii (lane 1) and N. caninum (lane 2). Two DNA fragments were amplified from 
N. caninum (Nc175: 175 bp and Nc312: 312 bp) that coincided in size with those 
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Figure 2. NcSAG4 recombinant protein expression (rNcSAG4). Coomassie staining 
of SDS-PAGE of recombinant rNcSAG4 protein. Lane 1, lysate proteins of 
uninduced E. coli transformed with the recombinant plasmid (t=0). Lane 2, 
induced E. coli transformed with the recombinant plasmid with 1mM IPTG. Lane 
3, soluble proteins (Sb) from induced E. coli lysates. Lane 4, purified inclusion 
bodies (IB). Arrow indicates the position of the rNcSAG4 protein. Molecular 











Figure 3. Western blot analysis of recombinant rNcSAG4 protein. rNcSAG4 was 
separated by SDS-PAGE and transferred to nitro-cellulose. The membrane was 
probed with a set of IFAT-positive precolostral sera from calves (lanes 1-3) and 
fetal abdominal fluid of an aborted fetus from an IFAT-positive cow (lane 6). Two 
negative fetal abdominal fluids from aborted fetuses from positive cows were 
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Figure 4. Stage-specific NcSAG4 expression. Double immunofluorescence was 
carried out at 7th day of the stage-conversion assay using the polyclonal mouse 
serum against rNcSAG4 ( SAG4) and a polyclonal rabbit anti-recombinant 
TgBAG1 serum ( BAG1) as a bradyzoite stage conversion marker. Panel A. Zoites 
were recognised by SAG4 (green). Panel B. Zoites were recognised by BAG1 
serum (red). Panel C. Note the co-localization of SAG4 and BAG1 proteins in the 
same zoite. Nuclear material was detected by DAPI staining. Panel D. Phase 


























































Figure 4bis. Panel E. Protein expression levels over time of stage-conversion assay 
referred as percentage of SAG4- or SAG1-positive PV versus total PV. Panel F. 
mRNA levels of NcSAG4 or NcSAG1 genes in N. caninum parasites over time of 
stage-conversion assay were determined by Real-time RT-PCR. Fold induction is 
referred to untreated parasites and calculated by the 2
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Here we present the identification and cloning of the NcBSR4 gene, the 
putative Neospora caninum orthologue to the Toxoplasma gondii TgBSR4 gene. To 
isolate NcBSR4, genome walking PCR was performed on N. caninum genomic 
DNA using the expressed sequence tag NcEST3c28h02.y1 sequence , which shares 
a 44% identity with the TgBSR4 gene, as a framework. Nucleotide sequencing of 
amplified DNA fragments revealed a single uninterrupted 1,227 bp open reading 
frame that encodes a protein of 408 amino acids with 66% similarity to the 
TgBSR4 antigen. A putative 39-residue signal peptide was found at the NH2-
terminus, followed by a hydrophilic region. At the COOH-terminus, a potential 
site for a glycosylphosphatidylinositol anchor was identified at amino acid 379. A 
polyclonal serum against recombinant NcBSR4 protein was raised in rabbits, and 
immunolabeling demonstrated stage-specific expression of the NcBSR4 antigen in 
N. caninum bradyzoites produced in vitro and in vivo. Furthermore, RT-PCR 
analysis showed a slight increase of NcBSR4 transcripts in bradyzoites generated 
during in vitro tachyzoite-to-bradyzoite stage-conversion, suggesting that this 
gene is specifically expressed at the bradyzoite stage and that its transcription 
relies on the switch to this stage. 
 





Neospora caninum is an apicomplexan protozoan parasite causing 
neosporosis whose most well-known features are to cause repeated abortion, 
stillbirth and birth of congenitally infected calves in dairy and beef cattle 
(Anderson et al., 2000), as well as neuromuscular disorders in dogs and, 
eventually, death (Dubey et al., 1988; Lindsay and Dubey, 1989). This parasite is 
able to infect a broad range of hosts (Dubey, 2003; Chavez-Velasquez et al., 2004; 
Rodrigues et al., 2004; Gondim, 2006), similar to what has been observed in the 
closely related apicomplexan Toxoplasma gondii. However, biological, 
morphological, molecular and antigenic differences between N. caninum and T. 
gondii have been described (Mugridge et al., 1999; Speer et al., 1999; Naguleswaran 
et al., 2002), confirming they are separate entities. 
 
 Like T. gondii, N. caninum is able to persist in immunocompetent hosts in 
cyst form containing the dormant bradyzoites within brain and muscle tissues. 
Those cysts remain quiescent while awaiting an appropriate immunological 
scenario wherein they switch into the fast replicating tachyzoites, which 
disseminate and cause a potentially fatal disease, resulting in abortion (Buxton et 
al., 2002). 
 
 In vitro models have been developed, which allow the study of 
mechanisms by which switching between tachyzoites and bradyzoites occurs 
(Vonlaufen et al., 2004; Risco-Castillo et al., 2004). In that regard, the study of 
stage-specific antigens, by means of their cloning and further characterisation, 
becomes critical in order to discover mechanisms involved in parasite 
transformation and immune response evasion, both crucial events in N. caninum 
pathogenesis. 
 
 With regard to stage-specifically expressed Neospora surface proteins, two 
immunodominant tachyzoite surface antigens have been characterised so far, 
namely NcSAG1 (Hemphill et al., 1997), whose gene has been cloned (Howe et al., 
1998; Nishikawa et al., 2000), and NcSRS2 (Hemphill and Gottstein, 1996; 
Nishikawa et al., 2002). 
 
 However, compared with data on N. caninum tachyzoite antigen 
composition, little is known about bradyzoite antigens, due mainly to low 
bradyzoite harvesting levels in vivo (McGuire et al., 1997) and in vitro (Weiss et 
al., 1999; Tunev et al., 2002). Methods have recently been optimized for efficient 
production of N. caninum bradyzoites in cell culture (Vonlaufen et al., 2002; Risco-
Castillo et al., 2004), allowing analysis of bradyzoite molecular biology. 
 
 McAllister et al. (1996) showed that a polyclonal serum to recombinant 
TgBAG1 protein cross-reacts with N. caninum bradyzoites but not with 
tachyzoites, indicating the likelihood of similarly expressed proteins in T. gondii 
and N. caninum. Also, it has been shown that Neospora dense granule proteins 
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GRA1, GRA2 and GRA7 are differentially expressed in tachyzoites compared 
with bradyzoites (Vonlaufen et al., 2004). Furthermore, the cloning and expression 
of NcSAG4, the first N. caninum bradyzoite-specific gene to be characterised, has 
recently been reported (Fernandez-Garcia et al., 2006). 
 
 In this study, we report the identification, cloning, expression and 
molecular characterisation of a bradyzoite-specific gene of N. caninum, which 
represents an orthologue to TgBSR4 (Tomavo et al., 1991; Knoll and Boothroyd, 
1998). 
 
2. Materials and methods 
 Production of N. caninum bradyzoites 
 Neospora caninum parasites were maintained in vitro by serial passage in 
MARC 145 cells. In vitro induction of stage conversion was carried out in MARC-
145 cells infected with tachyzoites at a host:parasite ratio of 1:1, and cultured in 
either 75 cm2 flasks or coverslips in 24-well plates. At 24 h p.i., medium was 
replaced and 70 M sodium nitroprusside (Sigma) was added and renewed daily 
for 7 days, as described previously (Risco-Castillo et al., 2004). Infected cells 
cultured in medium at pH 7.2 were used as controls. Coverslips were fixed daily 
with 4% formaldehyde and 4% saccharose in PBS up to day 3 and at days 5 and 7 
after stress, whereas cultures on flasks were collected at the same intervals for 
RNA extraction. Parasites were subsequently purified from the cell monolayer by 
rupture with a 25-gauge needle, followed by centrifugation (1350g, 4º C, 15 min). 
The pellet was resuspended in cold PBS, washed once by centrifugation, and 
parasites separated from intact host cells on PD-10 columns (GE Healthcare Life 
Sciences). 
 
 Flasks containing confluent keratinocyte monolayers were infected with 
N. caninum parasites and stressed for 8 days for bradyzoite conversion, essentially 
as described by Vonlaufen et al. (2002). 
 
Nucleic acid isolation and sequencing 
 Total DNA from purified tachyzoites was isolated using a GenomicPrep_ 
Cells and Tissue DNA Isolation kit (GE Healthcare Life Sciences). Total RNA 
from parasites was isolated using the NucleoSpin II RNA purification kit 
(Clontech) following the manufacturer’s recommendations. Samples were then 
treated with 3 U of DNase I (Roche) during 30 min at 37º C and 5 min at 95º C to 
inactivate leftover DNA. On the basis of the N. caninum expressed sequence tag 
(NcEST) 3c28h02.y1 sequence found by means of the Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST–http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), which exhibited a 
44% identity with the TgBSR4 gene, we used the Universal Genome Walker kit 
(Clontech) to isolate the NcBSR4 gene.  
 
 Briefly, a N. caninum genomic DNA library was built as previously 
described (Fernandez-Garcia et al., 2006). NcBSR4 gene-specific primers F1BSR4, 
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F2BSR4, R1BSR4 and R2BSR4 (Table 1) were designed using Primer Express 
software (v.2.0, Applied Biosystems). Amplification was performed by nested 
PCR using a DNA polymerase with exonuclease activity (Ecotaq Plus, ECOGEN). 
The Expand High Fidelity PCR System (Roche) was used to confirm boundaries 
of the NcEST that was primarily used as a template. Primers NcESTF, NcESTR, 
FNcEST5 and RNcEST3 were derived from 30 and 50 flanking sequences of the 
NcEST 3c28h02.y1 sequence (Table 1). Briefly, the PCR conditions were 94º C for 2 
min, 30 cycles at 94º C for 15 s, 60º C for 30 s and 72º C for 1 min, and a final 
elongation at 72º C for 7 min. PCR products were analyzed by electrophoresis on 
a 1.5% low melting agarose gel, excised and purified with the GENECLEAN 
Turbo nucleic acid purification kit (Q-BIOgene). Purified DNA fragments were 
sequenced with an ABI Prism 377 DNA sequencer (Applied Biosystems), using 
primers AP1, AP2, F1BSR4, F2BSR4, R1BSR4, R2BSR4, NcESTF, NcESTR and 
RNcEST3. To confirm fidelity of sequencing, at least two sequences from separate 
PCRs were aligned with 100% consensus. 
 
Sequence analysis 
 General similarity between DNA and protein sequences were assessed 
against non-redundant GenBank databases through BLAST NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) searches. Multiple and pairwise 
sequence alignment was achieved using ClustalW analysis 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) and the BioEdit program. We also searched 
the sequence obtained against the T. gondii and N. caninum TIGR GenBank 
(http://tigrblast.tigr.org/tgi/) and the ToxoDB database 
(http://www.toxodb.org/toxo/ home.jsp). Deduction of some physico-chemical 
properties and functional motifs from the NcBSR4 sequence were computed 
using ExPASy proteomics tools (http://au.expasy.org/). Hydrophobic domains 
were identified using both the Kyte–Doolittle hydropathy scale (Kyte and 
Doolittle, 1982) and the TMHMM predictor (http://www.cbs.dtu.dk/). The N-
terminal signal peptide was identified with SignalP v3.0, while the COOH-
terminal glycosylphosphatidylinositol anchor (GPI) was sought by 
http://mendel.imp.univie.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html. To predict tertiary 




 Specific primers were designed for NcBSR4 (NcBSR4F3 and NcBSR4R3), 
while primers for NcSAG1, NcSAG4 and 18S ribosomal RNA (Nc18sR) genes 
were as described by Fernandez-Garcia et al. (2006) (Table 1). Complementary 
DNA was synthesised from 200 ng of total parasite RNA using Superscript II 
RNase H minus Reverse Transcriptase (2 U, Invitrogen), random hexamers (12.5 
nM, Applied Biosystems) and RNase inhibitor (40 U, Ambion) in 20 l of reaction 
mixture, according to the manufacturer’s instructions. 
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 Quantitative PCR was performed in the ABI Prism 7300 Sequence 
Detector (Applied Biosystems), using the DNA binding dye SYBR Green I 
(Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG, Invitrogen) (Fernandez-Garcia et 
al., 2006). Four independent experiments were performed with cDNA obtained 
from three separate bradyzoite yields produced in vitro. All samples were 
processed in triplicate. For amplification, data acquisition and data analysis, we 
used Sequence Detection System Software v.1.6. (Applied Biosystems). The mean 
Ct value between replicate samples did not exceed a standard deviation of 0.5. 
Results were expressed as x-fold induction calculated by the 2- Ct formula. The 
relative quantitation of NcSAG1, NcSAG4 and NcBSR4 expression was carried 
out using the comparative Ct method, using N. caninum tachyzoites as the 
reference and the 18S ribosomal RNA as the normaliser. 
 
Expression and purification of recombinant NcBSR4 
 The expression vector system pRSET C (Invitrogen) was used to produce 
a truncated form of the putative NcBSR4 (amino acids 40–408) as recombinant 
protein. An NcBSR4 gene fragment corresponding to nucleotides 1084–2195 was 
amplified from genomic DNA of N. caninum by PCR with oligonucleotides 
FBamHNcBSR4 and RHindIIINcBSR4 (Table 1). PCR was performed on 100 ng of 
genomic DNA using the Expand High Fidelity Plus PCR System (Roche). The 
amplified DNA fragment was purified, digested with BamHI and HindIII and 
cloned in the pRSET-C plasmid previously linearised with the same 
endonucleases. 
 
 The cloned sequence was expressed in Rosetta (DE3) pLysS Escherichia 
coli cells (Novagen) as polyhistidine (His6) fusion proteins as previously 
described (Fernandez-Garcia et al., 2006), with some modifications: 1% glucose 
was added to the selective medium and cell lysis was performed with 1X 
BugBuster protein extraction reagent (Novagen) containing 8X sodium phosphate 
buffer, pH 7.4 (5 ml g-1 bacteria); benzonase (1 l ml-1 sample, Novagen) and 
lysozyme (1 KU ml-1 sample). Cell lysis was enhanced by gentle shaking (1 h, 
room temperature). Inclusion bodies were washed four times in BugBuster 
reagent and lysozyme and finally suspended in 0.1X BugBuster solutions. 
 
 Denatured recombinant NcBSR4 (rNcBSR4) was solubilised by incubating 
for 2 h at room temperature with a binding buffer containing 8 M Urea and 40 
mM imidazole in phosphate buffer (pH 7.4). A HisTrapTM HP column was placed 
onto an ÄktaPrime purification system (GE Healthcare Life Sciences), washed 
with dH2O and equilibrated with binding buffer as mentioned above. The 
column was then loaded with the histidine-tagged protein, and His6-tagged 
rNcBSR4 was eluted using an imidazole ascending gradient of up to 500 mM. 
 
 Protein concentration was estimated by Coomassie staining using serial 
dilutions of BSA as a standard. Protein concentration was measured using 
Quantity One software (v.7.2, BioRad). Results were confirmed through an 
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absorbance assay which uses the molar extinction coefficient of rNcBSR4 
calculated from its amino acid composition (Gill and von Hippel, 1989). 
 
Mass spectrometry analysis 
 Protein corresponding to rNcBSR4 was manually excised from prepared 
Coomassie-stained 1-D gels. Stained gel pieces were destained with acetonitrile 
(ACN), washed twice with 50% ACN in 25 mM ammonium bicarbonate (AmBic), 
and remaining solvent was removed by drying the gel pieces in a SpeedVac. The 
band was reduced with 10 mM dithiothreitol in 25 mM AmBic for 30 min at 56º C 
and subsequently alkylated with 55 mM iodoacetamide in 25 mM AmBic for 20 
min in the dark. After washing with 25 mm AmBic and ACN, it was vacuum-
dried and incubated with 12.5 ng/ l sequencing grade trypsin (Roche) in 25 mM 
AmBic overnight at 37º C. After digestion, the crude extract was separated and 
peptides extracted into 50% CAN, 1% trifluoroacetic acid (TFA) and then into 
100% ACN. All extracts were pooled, and the volume was reduced by SpeedVac. 
 
 Samples for mass spectrometry (MS/MS) sequencing were mixed 1:1 
with -cyano matrix (5 mg ml-1 in 50% ACN/0.3% TFA) and spotted on the 
stained steel plate. MS/MS and de novo sequencing analyses were carried out 
using the MALDI-tandem time-of-flight mass spectrometer 4700 Proteomics 
Analyzer (Applied Biosystem).  
 
Polyclonal rabbit anti-rNcBSR4 sera production 
 Two New Zealand rabbits were each immunized intradermally with a 
200 g dose of denatured rNcBSR4 purified by IMAC (Vaitukaitis, 1981). The 
inoculum was prepared in FCA (Difco Laboratories) according to standard 
methods. Another five inoculations were performed at 3-week intervals i.m. with 
100 g of rNcBSR4 prepared in Freund’s incomplete adjuvant. Sera were collected 
18 weeks after the first immunisation. All procedures involving animal handling 
met the terms established by the EU legislation. 
 
Immunofluorescence 
 Fixed coverslips were double-labelled with the monoclonal mouse anti-
NcSAG1 antibody ( SAG1; 1:1500) (Bjorkman and Hemphill, 1998) and rabbit 
polyclonal anti-rNcBSR4 serum ( BSR4; 1:500). To confirm tachyzoite-bradyzoite 
conversion, polyclonal rabbit anti-BAG1 serum ( BAG1; 1:500 dilution) 
(McAllister et al., 1996) was used together with SAG1. Goat anti-rabbit and goat 
anti-mouse secondary antibodies conjugated to Alexa 488 and Alexa 594, 
respectively, (Molecular Probes) were used as secondary antibodies. Parasite and 
host cell nuclei were 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-labelled. 
Photomicrographs were taken with a 100X oil-immersion objective on a 
fluorescence-inverted microscope (Nikon Eclipse TE200) connected to a digital 
camera. Duplicates for each day from the stage-conversion assay were tested. 
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Immunogold TEM 
 Keratinocyte cultures containing N. caninum bradyzoites were fixed and 
LR-White embedded and on-section labelled as described previously (Hemphill et 
al., 2004). Sections were loaded onto formvar-carbon coated grids and non-
specific binding sites were blocked for 2 h in 3% BSA in PBS. They were then 
incubated in a wet chamber with BSR4 diluted 1:100 in 0.1% BSA in PBS for 1 h. 
 
 After five washes of PBS (5 min each), the goat anti-rabbit antibody 
conjugated to 10 nm diameter gold particles (Pharmacia) was used at a dilution of 
1:6 in PBS and 0.3% BSA. The negative control was incubated with antirabbit 
conjugate only. After extensive washing in PBS, grids were air dried and finally 
stained with uranyl acetate and lead citrate. Specimens were viewed on a Philips 
400 TEM operating at 80 kV. 
 
Immunohistochemistry 
 A naturally Neospora-infected calf was blood-sampled prior to feeding 
with colostrum and tested by the Indirect Fluorescence Antibody Test (IFAT). 
After confirmation of its seropositivity, brain slices containing N. caninum tissue 
cysts were examined by immunohistochemistry to evaluate immune reactivity of 
anti-rNcBSR4 against mature bradyzoites produced in vivo. Immunolabelling 
was performed by the streptavidin-biotin-peroxidase technique. Polyclonal rabbit 
anti-rNcBSR4 serum was used at 1:100 dilution, following standard methods 
previously described (Pereira-Bueno et al., 2003). 
 
3. Results 
Isolation and characterisation of the NcBSR4 gene 
 In this study, we isolated N. caninum NcBSR4, an orthologue of T. gondii 
TgBSR4, coding for a bradyzoite-specific protein. Amplification of the sequence 
named NcEST 3c28h02.y1 at both 30 and 50 ends by the Genome Walking method 
allowed us to obtain a 2676 nucleotide sequence in which a continuous open 
reading frame (ORF) of 1227 nucleotides was present. Similarity of its encoded 
protein to TgBSR4 is 66%, sharing a total of 273 residues. Due to the fact that the 
T. gondii genome is completely sequenced and no other sequence showed higher 
similarity, the N. caninum gene identified is the most likely orthologue of the 
TgBSR4 gene. After ORF translation, a 408 amino acid protein (Fig. 1) was 
predicted with a molecular mass of 42940.9 Da. 
 
 DNA from three N. caninum isolates (NC-1, NC-Liv, Nc-SweB1) was 
amplified using NcESTF and NcESTR2 oligonucleotides (Table 1), and sequenced 
to confirm composition of the complete NcBSR4 ORF. No difference among 
isolates was observed. We propose the denomination NcBSR4 for this gene, and 
NcBSR4 for the protein encoded, in accordance with existing nomenclature 
(Howe and Sibley, 1999). Two hydrophobic domains were identified at the NH2 
and COOH terminal ends of NcBSR4 protein using the Kyte–Doolittle 
hydrophobicity scale. A 39-amino acid putative signal peptide was found at the 
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N-terminus and a potential GPI anchor was found 30 amino acids upstream of the 
C-terminus, in accordance with the  and  + 2 rule (Gerber et al., 1992). The 
ScanProsite tool, which displays functional motifs, found an N-glycosylation site 
at the 258–261 position. Furthermore, the CYSPRED prediction method found 12 
conserved cysteine residues of the SRS antigen family (Fig. 1). 
 
Production and immunoreactivity of the NcBSR4 recombinant protein 
(rNcBSR4) 
 The NcBSR4 protein (amino acids 40–408) was produced as a 
recombinant protein (rNcBSR4) in the prokaryotic expression vector system 
pRSET C (Invitrogen), and expressed as a fusion protein containing an N-terminal 
hexahistidine tag. Recombinant NcBSR4 accumulated as inclusion bodies (Fig. 2) 
that were denatured and then purified by IMAC. The apparent molecular mass of 
rNcBSR4 protein as determined by SDS–PAGE was 51 kDa, while the predicted 
mass was around 43 kDa. The molecular mass of rNcBSR4 was confirmed by 
mass spectrometric analysis and MS/MS analyses corroborated the composition 
of NcBSR4 as deduced by nucleic acid translation. 
 
 Furthermore, purified rNcBSR4 was used in SDS–PAGE under reducing 
conditions and challenged against the polyclonal rabbit anti-serum developed 
against this protein, reacting specifically as expected.  
 
Stage-specific NcBSR4 expression 
 Transformation of tachyzoites into bradyzoites along a time course was 
confirmed by BAG1 staining, observing up to 37% of BAG1-positives 
parasitophorous vacuoles (PVs) at day 7 after stress (data not shown). Double 
immunofluorescence assays carried out at days 5 and 7 after stress revealed 
bradyzoite-specific NcBSR4 expression in few bradyzoites (Fig. 3A and C) that 
had left to express SAG1 (Fig. 3B and C). The mean percentage of BSR4-positive 
PVs at day 7 after stress was 7.5% (Fig. 3D). In control cultures containing 
unstressed tachyzoites none of the parasites reacted against aNcBSR4, nor were 
any PVs stained with aBAG1. 
 
 Observations by immunogold TEM of N. caninum infected keratinocytes 
that were treated with SNP for 8 days revealed labelling of NcBSR4, localizing on 
the surface of bradyzoites (Fig. 4A). Moreover, reaction of antirecNcNSR4 by 
immunohistochemistry against mature bradyzoites on paraffin sections of brain 
tissue obtained from an infected calf was confirmed, and aNcBSR4 was labelled 
all bradyzoites contained in a tissue cyst (Fig. 4B). On the other hand, real-time 
quantitative RT-PCR was used to compare mRNA levels of NcBSR4, NcSAG1 or 
NcSAG4 genes in N. caninum parasites obtained during the stage-conversion 
assay (1, 2, 3, 5 and 7 days).  
 
 Comparison of Ct values for each triplicate sample showed minimal 
variation when the standard deviation was calculated (data not shown). When 
BSR4 gene of Neospora caninum 
77 
compared with the reference and normalized to 18S ribosomal RNA, NcSAG1 
mRNA expression levels showed minor variations, although decreasing with 
time. When analyzing the expression of NcSAG4, a bradyzoite-specific gene, 
transcript levels reached a mean value of 235-fold induction at day 7 after stress, 
while NcBSR4 transcript levels increased up to 20-fold (Fig. 4C). Absence of DNA 
was confirmed by direct PCR of total RNA from each sample. 
 
4. Discussion  
 To date, the precise role of GPI anchored surface proteins, also known as 
the SRS superfamily, from apicomplexan still needs to be disclosed. For N. 
caninum bradyzoites, as for T. gondii, they might act as merely protective barriers, 
as receptors that ease invasion of a broad range of cell types or even as mediators 
for immune response evasion, facilitating survival and propagation of the 
parasite (Boothroyd et al., 1998; Lekutis et al., 2001). Given that information 
regarding genes coding for such proteins are more extensively depicted in T. 
gondii, our approach relied on the use of the bradyzoite-specific TgBSR4 gene as a 
framework for the application of the genome walking method. 
 
 This paper reports the identification, cloning, expression and molecular 
characterisation of NcBSR4, a novel surface gene of N. caninum homologous to T. 
gondii TgBSR4, which is specifically expressed at the bradyzoite stage. In 
analyzing the encoded protein, two hydrophobic domains were found revealing 
an N-terminal signal peptide and a GPI anchor at the COOH-end. The presence of 
a GPI anchor, which in the case of NcBSR4 is at the 379 amino acid position, 
correlates with what was expected for a surface protein, allowing the protein to 
be tethered to the outer surface membrane of the parasite (Cross, 1990; Knoll and 
Boothroyd, 1998; Jung et al., 2004), although slight GPI anchor modifications in N. 
caninum have been reported (Schares et al., 2000). 
 
 Howe et al. (1998) reported two N. caninum tachyzoite surface antigens, 
NcSAG1 and NcSRS2, bearing 12 conserved cysteine residues previously 
identified in SAG1, SAG3 and SRS antigens of T. gondii. Their conservation 
indicates that they are probably involved in intramolecular disulfide bonding and 
therefore all these proteins have a similar folding pattern (Howe and Sibley, 
1999). Twelve conserved cysteine residues have also been found in NcBSR4 when 
compared with the TgBSR4 amino acidic sequence; therefore elucidation of the 
presence of these modifications on the N. caninum bradyzoite surface, as well as 
their implication in the parasite’s interaction with the host immune response, is a 
field that needs to be more thoughtfully studied. 
 
 Predicted molecular mass of rNcBSR4 was lower than its migration 
pattern by SDS–PAGE; this divergence has been previously reported in other 
proteins, and while one explanation stands on aberrant migration due to 
posttranslational modifications (Kauffman et al., 1984), another would be related 
to an unusual charge due to the presence of acidic residues (Ossorio et al., 1992; 
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Liddell et al., 1998). Nevertheless, MS/MS analysis of recombinant NcBSR4 
coincided with the composition predicted for this protein. The presence of 
cysteine residues in NcBSR4, that in turn would possibly confer a particular 
tertiary structure, could be responsible for those differences in the migration 
pattern. 
 
 To confirm bradyzoite stage-specific NcBSR4 expression, we performed 
immunofluorescence, immunogold TEM and immunohistochemistry assays 
using a rabbit polyclonal serum against rNcBSR4. To induce N. caninum stage 
conversion, we used an in vitro method previously standardised (Risco-Castillo et 
al., 2004). Immunogold TEM was performed using bradyzoites cultured in 
keratinocytes, where a more mature bradyzoite stage is overcome (Vonlaufen et 
al., 2002). By immunofluorescence it was noticed that after 5 days of stress, 
parasites reacted against NcBSR4, but only if no, or only weak, reactivity against 
aSAG1 occurred. This indicates that NcBSR4 is perhaps produced only when the 
bradyzoite has undergone complete transformation. Also, bradyzoites cultured 
over 8 days in keratinocytes showed NcBSR4 expression on the parasite surface 
and in the matrix of the immature cyst. 
 
 Our observations are supported by the results obtained by 
immunohistochemistry, where nearly all mature bradyzoites within the tissue 
cyst were labelled by antirNcBSR4. On the other hand, in vitro transformation 
was confirmed by detecting BAG1-positive parasites that were also positive to 
NcBSR4 (not shown). 
 
 Apicomplexan organisms have a particular set of specific transcription 
factors that might specifically regulate the expression of developmental stage-
specific target genes and mould gene expression in an early or late fashion (Yang 
and Parmley, 1997; Balaji et al., 2005). As for SRS genes such as TgSRS9 and 
TgSAG1, bradyzoite-specific expression avoids the induction of a potentially 
protective immune response, whereas tachyzoite-specific expression avoids 
bradyzoite clearance by an immune response and minimises immunopathology 
to the host (Kim and Boothroyd, 2005). Whether late-expressed bradyzoite genes 
play a role other than the reinforcement of immune response evasion needs 
further investigation. 
 
 Relative quantification of NcBSR4 transcripts in bradyzoites produced in 
vitro revealed a slight yet steady increase of expression of this gene over time. 
Our results would infer that NcBSR4 is upregulated in a similar way as the 
NcSAG4 transcript (Fernandez-Garcia et al., 2006). This finding differs from what 
was previously described for the bradyzoite-specific gene TgBSR4, which seems 
to be regulated post-transcriptionally (Knoll and Boothroyd, 1998). 
 
 The TgBSR4 gene has been reported as a single-copy gene which lacks 
intratypic polymorphisms among Toxoplasma isolates (Grigg et al., 2001). Previous 
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studies showed the p36 surface antigen (Tomavo et al., 1991) was encoded by 
TgBSR4, which would be expressed when the parasite switched into a bradyzoite 
and could show a dimorphic isolate-dependant behaviour by 
immunofluorescence and, whereas all might transcribe for this gene, only some 
would express the corresponding protein (Knoll and Boothroyd, 1998).  
 
 Nevertheless, it was recently suggested that the P36 mAb recognises the 
surface antigen TgSRS9 but also cross reacts with TgBSR4 protein (Van et al., 
2007). It is important to assert that this gene is being identified as NcBSR4 and not 
as SRS9 since BLAST comparisons between sequence obtained and various 
databases showed the highest identity and similarity with the TgBSR4. 
Furthermore, analysis of preliminary sequencing showed a possible pseudogene 
SRS5-like sequence, located upstream of NcBSR4 (unpublished data) and similar 
to that previously reported for T. gondii (Jung et al., 2004). Also, our observations 
in N. caninum by both immunofluorescence and real-time quantitative RT-PCR 
conclude that expression of NcBSR4 would happen at the late bradyzoite stage, 
when the parasite has accomplished total transformation. Research on 
bradyzoite-specific proteins in order to understand their role in parasite 
conversion and reactivation may also help to unveil the mechanisms by which 
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Tables and Figures. 
 
Table 1. Oligonucleotides used for PCR, RT-PCR, sequencing and genome 
walking. 
 
Primer Name Primer sequence 5’ to 3’a Location (nt) Direction 
AP1 gtaatacgactcactatagggc  Both 
AP2 actatagggcactatagggc  Both 
F1BSR4 tcggcacagaaacagagctga 1411-1431 Sense 
F2BSR4 aagggttcagcgcaaacga 1593-1611 Sense 
R1BSR4 aaccacgattctggagtccttcat 1096-1119 Antisense 
R2BSR4 aactccaaccacgccaactg 1036-1055 Antisense 
NcESTF gtgccgcttgaggagattga 803-822 Sense 
NcESTR aagtcgtacggaaagtcggaaga 1865-1887 Antisense 
NcESTR2 ccgaagaaacctacctcgaagc 2308-2329 Antisense 
FNcEST5 agacaatcgcgaacctccaa 519-538 Sense 
RNcEST3 gttgtgccggtgactgacag 1152-1171 Antisense 
NcBSR4F3 ccatgaaggactccagaatcg 1094-1114 Sense 
NcBSR4R3 tcgctggaaacgcacattta 1175-1194 Antisense 
Nc18sF gatacagaaccaacccaccttcc 189-211b Sense 
Nc18sR agaccgaagtcaaacgcgatc 265-245b Antisense 
NcSAG1F cggtgtcgcaatgtgctctt 721-739c Sense 
NcSAG1R acggtcgtcccagaacaaac 921-901c Antisense 
NcSAG4F gatttcaagaagccgctgga 339-358d Sense 
NcSAG4R tgagaacttgtgtgtcgcctgtt 468-446d Antisense 
FBamHNcBSR4 tataggatcccagatgatctccatgaaggactc 1084-1106 Sense 
RHindIIINcBSR4 acttaagcttttacaaggagccaacaatgagc 2174-2195 Antisense 
a Underlined restriction sites for cloning of NcBSR4 
b nt position in Nc18sR 
c nt position in NcSAG1 
d nt position in NcSAG4 




Figure 1. Deduced polypeptide sequence of NcBSR4 and alignment produced 
by ClustalW with the homologous protein in Toxoplasma gondii (TgBSR4). The 
amino acid sequence of NcBSR4 protein contains a polypeptide of 408 amino 
acids. The putative signal peptide at the amino end is in bold and italics, while an 
arrow indicates the potential glycosylphosphatidylinositol anchor cleavage at the 
carboxyl end. Boxes indicate conserved cysteines and the predicted N-







Figure 2. SDS-PAGE and Coomassie staining of the recombinant NcBSR4 
protein from induced Escherichia coli lysates. Lanes 1 and 3, soluble proteins; 
Lanes 2 and 4, inclusion bodies. Arrow indicates the position of the recombinant 
NcBSR4 protein. The molecular weight markers are shown on the right side. 
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Figure 3. Double immunofluorescence staining of Neospora caninum 
bradyzoites at day 7 after stress revealing bradyzoite-specific NcBSR4 
expression. Organisms labelled with α-SAG1 are red (A) while those labelled 
with α-BSR4 are green (B). Both antibodies label the parasite surface, but note that 
parasites reacting against αBSR4 are negative to αSAG1. Nuclear material was 
detected by 4',6-Diamidino-2-phenylindole staining (C). Protein expression levels 
over time of the stage conversion assay are referred to as a percentage of SAG1- 





































Day 1 Day 2




Figure 4. Immunogold EM of Neospora caninum bradyzoites produced in vitro 
in keratinocytes. NcBSR4 antigen was labelled and was seen situated on the 
parasite’s surface and vacuole matrix (arrows) (A). Neospora caninum cyst in the 
brain of a naturally-infected calf. Labelling of bradyzoites with anti-rabbit 
rNcBSR4 by immunohistochemistry is located on the parasite’s surface (B). Gene 
expression of stage-specific NcBSR4, NcSAG1 or NcSAG4 genes in N. caninum 
parasites along the tachyzoite-to-bradyzoite conversion assay (C). Transcription 
rates were determined by real-time RT-PCR and calculated as fold induction 

























La neosporosis es una de las enfermedades bovinas con mayor repercusión 
económica a nivel mundial debido a su asociación con el aborto. Una pieza clave 
en la patogenia de esta enfermedad se debe a la capacidad de N. caninum para 
evadir la respuesta inmune del hospedador mediante la transformación 
taquizoíto-bradizoíto, lo que se traduce en la capacidad de proliferar lentamente y 
de formar de quistes en tejidos inmunológicamente privilegiados, sobreviviendo 
en el hospedador durante periodos prolongados de tiempo. 
 
En ese sentido, los esfuerzos de la comunidad científica por desarrollar 
herramientas laboratoriales que permitan el estudio de las características 
biológicas de los diferentes estadios infectantes de N. caninum -en general- y de 
los bradizoítos -en particular- son cruciales para lograr el esclarecimiento de los 
mecanismos involucrados en la invasión y acantonamiento del parásito en la 
célula hospedadora. A ello debemos añadir la importancia de identificar y 
caracterizar antígenos de N. caninum que podrían aprovecharse en el diseño de 
métodos de diagnóstico o de vacunas que faciliten el control de la neosporosis 
bovina. 
 
DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA LA PRODUCCIÓN IN VITRO DE 
BRADIZOÍTOS DE Neospora caninum. 
 
Las limitaciones existentes para la producción in vitro de bradizoítos de N. 
caninum hacían necesario desarrollar un sistema de cultivo celular idóneo para su 
obtención. En nuestro trabajo se compararon diferentes tipos celulares y se 
ensayaron diversos tratamientos inductores de la conversión taquizoíto-
bradizoíto, previamente descritos en T. gondii y con los que se habían alcanzado 
buenos porcentajes de transformación. En nuestro caso, el cultivo de N. caninum 
en células MARC-145, y su tratamiento con nitroprusiato sódico (SNP) 70 M 
durante 7 días permitió obtener los mejores resultados en términos de porcentaje 
de producción y de transformación de taquizoítos a bradizoítos intermedios y 
maduros. Este resultado es particularmente significativo si consideramos que 
estudios llevados a cabo por otros grupos de investigación usando queratinocitos 
habían obtenido tasas de transformación similares (Vonlaufen y col., 2002b). No 
obstante el uso de este tipo celular es poco práctico debido a sus propiedades 
adhesivas y a su tendencia a la diferenciación (Bruegel Sanchez y col., 2004), así 
como a la síntesis de queratina (Hennings y col., 1980; Jensen y col., 1990) que 
afectaría al rendimiento durante la purificación y recuperación de los bradizoítos 
producidos en este sistema. 
 
Los resultados obtenidos en nuestro estudio con el aislado Nc-Liverpool 
(NcLiv) de N. caninum coinciden con observaciones previas que señalaban su 
mayor proclividad a la diferenciación tras su estimulación y a la formación de 
quistes tisulares in vitro, a diferencia de los aislados, menos virulentos, Nc1, Nc2 y 
NcSweB1 (Weiss y col., 1999; Vonlaufen y col., 2002a; Vonlaufen y col., 2002b). 
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Nuestros resultados confirman la necesidad de utilizar un tratamiento que sea 
capaz de inhibir la multiplicación de los taquizoítos, permitiendo a la vez la 
transformación al estadio de bradizoíto, todo ello sin perjudicaren exceso a la 
monocapa de células en el cultivo. 
 
Mientras que los resultados obtenidos con los grupos testigo confirmaron la 
incapacidad de N. caninum para diferenciarse a bradizoíto espontáneamente, tal 
como había sido sugerido con anterioridad (Weiss y col., 1999), el mantenimiento 
de cultivos infectados en condiciones alcalinas con un pH de 8.1 (Soete y col., 
1994) estimuló la conversión a bradizoíto durante los primeros días, aunque 
posteriormente ocasionó el daño irreversible y la lisis temprana de la monocapa 
de células a partir del cuarto día post-estrés. 
 
Asimismo, a pesar de someter los taquizoítos libres de Nc-Liv a 15 horas de 
incubación en condiciones axénicas, los parásitos fueron capaces de infectar y 
destruir la monocapa celular sin mostrar signos de transformación a bradizoíto. 
Al analizar estos resultados observamos que aunque Tunev y col. (2002) sugieren 
que el estímulo para la diferenciación a bradizoíto debe ocurrir antes de que el 
parásito invada una célula, nuestros resultados y los de otros autores coinciden 
en que el tratamiento debe dirigirse tanto a los taquizoítos libres como a las 
células hospedadoras, a fin de activar apropiadamente los mecanismos de 
señalización que estimularían su transformación (Weiss y col., 1995; Weiss y col., 
1998).  
 
Por otro lado, se ha descrito que la activación de genes que transcriben 
proteínas de choque térmico no solo ocurriría por el uso de estímulos físicos, sino 
que existirían vías de señalización aún no bien conocidas y dependientes de un 
estímulo químico, aparentemente asociadas a factores de estrés para el parásito y 
que provocarían su transformación (Weiss y col., 1998). Estas vías de señalización 
requerirían la producción de nucleótidos cíclicos (AMPc, GMPc), ya que se ha 
descrito que el uso de análogos de AMPc estimularía la transformación de 
taquizoíto a bradizoíto en T. gondii (Choi y col., 1994). En este sentido, tanto el 
Forskolin como el SNP han sido previamente utilizados en T. gondii, estimulando, 
en ambos casos, la transformación (Kirkman y col., 2001; Eaton y col., 2006). 
 
El Forskolin es un análogo sintético de la prostaglandina E2, producida por 
las células gliales tras la infección con T. gondii, que ha demostrado ocasionar una 
potente inhibición de la síntesis endógena de óxido nítrico, lo que favorecería la 
homeostasis de las células infectadas y la persistencia asintomática de T. gondii en 
el sistema nervioso central (Rozenfeld y col., 2003; Rozenfeld y col., 2005). Al 
someter los taquizoítos a un tratamiento con Forskolin se incrementarían 
temporalmente los niveles de la adenilato ciclasa, activando la protein quinasa 
dependiente de AMPc (en inglés PKA), lo que facilitaría la transcripción de genes 
específicos de bradizoíto y la consecuente transformación (Kirkman y col., 2001). 
No obstante, en nuestro estudio, el tratamiento con Forskolin no estimuló la 
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transformación de los taquizoítos de NcLiv, por lo que sería necesario determinar 
si, tal como ocurre en Plasmodium falciparum, la ruta del AMPc de N. caninum no 
es estimulada por Forskolin o si su efecto está más orientado a la inhibición de la 
proliferación del taquizoíto que a la estimulación del mismo para su 
transformación a bradizoíto (READ y Mikkelsen, 1991).  
 
La utilidad del SNP como donador de óxido nítrico, estimulando la 
transformación de taquizoíto a bradizoíto también ha sido demostrada en T. 
gondii (Bohne y col., 1994; Kirkman y col., 2001; Eaton y col., 2006). Cabe señalar 
que, aunque el óxido nítrico es un metabolito tóxico producido por células gliales 
activadas por IFN capaz de causar daño neuronal, se ha asociado su producción 
con la inhibición de la replicación de T. gondii en este tipo de células y con la 
producción de bradizoítos en macrófagos (Jun y col., 1993; Freund y col., 2001; 
Luder y col., 2003). La ruta que se sugiere para que este estímulo ocurra se 
relacionaría con la activación de la protein quinasa dependiente de la GMPc 
(protein kinase G; PKG). Esta quinasa participaría activamente en diferentes 
momentos del ciclo del parásito, ya que se ha demostrado que su inhibición 
ocasiona una disminución en la movilidad y en la capacidad invasiva del 
taquizoíto (Wiersma y col., 2004), aunque no su transformación a bradizoíto. 
 
Cabe señalar que la estimulación de la PKG favorecería la transcripción de 
genes específicos de bradizoíto y/o bloquearía la actividad de proteínas asociadas 
involucradas en la cadena respiratoria mitocondrial (Bohne y col., 1994), aunque 
una estimulación excesiva y/o prolongada con SNP o compuestos similares que 
actúen sobre la PKG puede llevar a la apoptosis de la célula hospedadora, así 
como a la disminución de la capacidad adhesiva e invasiva del parásito (Wiersma 
y col., 2004). Por ello, en este estudio ensayamos diversos tratamientos que nos 
permitieran determinar el protocolo más adecuado capaz de inducir la mayor 
tasa de conversión a bradizoíto, causando el menor daño a las células 
hospedadoras. Luego de comparar los resultados obtenidos en 3 tratamientos 
dirigidos a la monocapa celular infectada y uno dirigido hacia los parásitos libres, 
se observó que el tratamiento con SNP 70 M consiguió tanto el mayor porcentaje 
medio de bradizoítos como el mayor número absoluto de vacuolas parasitóforas 
al séptimo día post-estrés. 
 
También, se observó que a partir del día 5 después de iniciado el estrés, 
algunas vacuolas parasitóforas SAG1-positivas contenían bradizoítos intermedios 
y maduros, encontrándose además vacuolas pequeñas con un bradizoíto maduro 
y otras con parásitos expresando antígenos de taquizoíto y de bradizoíto 
simultáneamente. Esta conversión asincrónica dentro de una misma vacuola 
parasitófora ya ha sido descrita antes en N. caninum (Weiss y col., 1995) y T. gondii 
(Soete y col., 1993), aunque no fue observada por Vonlaufen y col. (2002), y parece 
obedecer a una expresión jerárquica de los distintos antígenos específicos de 





Al estudiar por inmunofluorescencia los cultivos tratados con SNP 70 M, se 
observó que, al séptimo día post-estrés, la mayoría de vacuolas parasitóforas que 
contenían zoítos BAG1-positivos reaccionaban frente a CC2 en la membrana 
parasitófora. Estos resultados fueron confirmados usando microscopía 
electrónica, tras observarse la formación de estructuras parecidas a los quistes 
tisulares. Nuestros resultados sugieren que la formación de la pared del quiste 
ocurre esencialmente tras la acumulación de material que rodearía la membrana 
parasitófora, aunque algunas vacuolas pequeñas mostraron una pared quística 
casi completa. El desarrollo de la pared quística podría interpretarse como la 
producción de proteínas por aquellos parásitos que han iniciado el proceso de 
transformación hacía el estadio de bradizoíto. Estas proteínas se acumularían en 
el lúmen de la vacuola y posteriormente migrarían y se depositarían en la 
periferia, tal como ha sido sugerido por Lane y col. (Lane y col., 1996). Este 
fenómeno ya ha sido descrito para proteínas de gránulos densos tales como 
NcGRA1, NcGRA2 y NcGRA7, asociándose su producción durante el estadio de 
bradizoíto a la formación de la pared quística (Vonlaufen y col., 2004).  
 
No obstante los resultados obtenidos por Tunev y col. (Tunev y col., 2002), 
nuestro estudio sugiere la necesidad de utilizar un tratamiento apropiado con 
SNP durante un periodo de tiempo relativamente corto que asegure la inducción 
adecuada de la transformación de N. caninum a bradizoíto, junto con el uso de un 
tipo celular fácil de manejar, que facilite la recogida y purificación de los 
bradizoítos producidos, sin las dificultades originadas por el exceso de 
remanentes celulares o la presencia de productos elaborados por la células 
hospedadoras. Nuestros hallazgos también confirman que la mayor tasa de 
formación de bradizoítos se asocia a un equilibrio entre el mantenimiento de las 
células en el cultivo y el número de parásitos en el mismo, a fin de evitar que el 
tratamiento sobre los parásitos libres de forma exclusiva los incapacite para 
invadir a la célula hospedadora (Wiersma y col., 2004).  
 
IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ANTÍGENOS ESPECÍFICOS 
DE ESTADIO DE N. caninum 
 
Una vez desarrollado un sistema de producción in vitro de bradizoítos de N. 
caninum, el siguiente paso fue abordar la identificación de antígenos específicos 
del bradizoíto con el fin de obtener información sobre los mecanismos 
involucrados en la transformación de este parásito así como identificar posibles 
antígenos con utilidad diagnóstica y vacunal. Hasta la fecha, se han identificado 
en T. gondii 5 antígenos de superficie, 3 antígenos citoplasmáticos y 2 antígenos de 
la pared quística, todos ellos expresados exclusivamente durante el estadio de 
bradizoíto del parásito (tabla 1, pág.23) (Lyons y col., 2002; Cleary y col., 2002; 
Van y col., 2007). Estos antígenos serían producidos en diferentes momentos de la 
transformación y maduración del bradizoíto. Mientras las proteínas de choque 
térmico serían las primeras en ser expresadas durante esta diferenciación (Bohne 
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y col., 1995), la regulación de la expresión tanto a nivel transcripcional como post-
transcripcional de las proteínas de superficie parece producirse durante el 
proceso de maduración del bradizoíto (Jung y col., 2004). 
 
En este campo, aún falta por esclarecer el papel de las proteínas de superficie 
con anclaje GPI, también conocidas como superfamilia SRS, tanto en T. gondii 
como en N. caninum (Manger y col., 1998; Nishikawa y col., 2001a). Los 
interrogantes se plantean, fundamentalmente, en relación con los mecanismos 
que regulan la expresión diferencial de los genes SRS en estos parásitos, 
dependiendo del estadio en el que se encuentren, y su contribución a la patogenia 
de la enfermedad. En ambos casos, se ha postulado que estas proteínas podrían 
actuar como barreras de protección, de unión a receptores que faciliten la 
adhesión e invasión de un amplio espectro de tipos celulares o como mediadores 
para la evasión de la respuesta inmune, lo que explicaría la gran variabilidad 
antigénica en la superficie del mismo facilitando la supervivencia y propagación 
del parásito (Boothroyd y col., 1998; Lekutis y col., 2001; He y col., 2002; Kim y 
Boothroyd, 2005). Ante la escasa información existente sobre los bradizoítos de N. 
caninum nuestras investigaciones se centraron en determinar si la composición 
antigénica de su superficie es similar a la de T. gondii. 
 
Para ello, se abordó la identificación de antígenos específicos en base a 
aquellos descritos en T. gondii, aplicando el método del paseo cromosómico a fin 
de identificar genes específicos de bradizoíto de N. caninum, utilizando genes de 
T. gondii como modelo. Como ya se ha expuesto en el capítulo tres, se logró la 
identificación, clonación, expresión y caracterización del primer gen específico de 
bradizoíto de N. caninum (NcSAG4), que es un ortólogo de TgSAG4 (Odberg-
Ferragut y col., 1996). Se seleccionó el gen TgSAG4 debido a que tiene una 
secuencia que codifica para una proteína de superficie de 18 kDa con anclaje GPI 
(TgSAG4). La evidencia sugirió que el gen aislado es el ortólogo de TgSAG4 y que 
es un gen muy conservado entre diferentes aislados de N. caninum. 
 
A continuación, el siguiente paso de este estudio fue el uso del gen específico 
de bradizoíto TgBSR4 como modelo para de nuevo utilizar el método de paseo 
cromosómico. En esta parte del trabajo, se logró la identificación, clonación, 
expresión y caracterización molecular de NcBSR4, un nuevo gen de superficie de 
N. caninum, ortólogo de TgBSR4 y que también se expresa de manera específica 
durante el estadio de bradizoíto. 
 
El análisis de las proteínas codificadas por los genes arriba mencionados 
indicó la posibilidad de que fuesen proteínas con anclaje GPI, similares a otras 
SRSs, con un tamaño similar a TgSAG4 y TgBSR4, respectivamente. Las formas 
inmaduras de las proteínas ancladas a GPI tienen un péptido señal con una 
hidrofobicidad característica tanto en el extremo amino como en el carboxilo 
(Cross, 1990; Knoll y Boothroyd, 1998; Jung y col., 2004), que participan en el 
transporte y procesamiento de la proteína de manera que la versión madura de 
Capítulo V 
96 
ésta es reubicada en la superficie de la membrana citoplasmática. Al analizar las 
proteínas codificadas tanto por NcSAG4 como por NcBSR4, se encontraron 2 
dominios hidrofóbicos en ambos extremos con las características de los sitios de 
corte específicos de los péptidos señal. 
 
Posteriormente, se llevó a cabo el análisis de los motivos funcionales de la 
proteína NcSAG4, encontrando 2 posibles lugares de N-glicosilación, similares a 
los ya descritos en TgSAG4 (Odberg-Ferragut y col., 1996). Cabe señalar que en N. 
caninum la superficie del taquizoíto ha demostrado tener un alto nivel de 
glicosilación (Fuchs y col., 1999), coincidiendo con lo que también se ha 
observado en proteínas de superficie de T. gondii (Odenthal-Schnittler y col, 1993; 
Lekutis y col., 2000) lo que sugiere que la glicosilación de las proteínas de 
superficie de los protozoos apicomplejos es una modificación post-traduccional 
frecuente y necesaria para la movilidad capacidad infectante del parásito (Luk y 
col., 2008; Fauquenoy y col., 2008). 
 
Además, la proteína madura NcSAG4 tendría 2 residuos de cisteína que están 
conservados en TgSAG4 (Odberg-Ferragut y col., 1996), mientras que en NcBSR4 
se encontraron 12 cisteínas conservadas tras su comparación con TgBSR4. 
Anteriormente, Howe y col. (Howe y col., 1998) ya habían reportado dos 
antígenos de superficie de taquizoítos de N. caninum (NcSAG1 y NcSRS2), que 
coinciden en la conservación de 12 cisteínas identificadas previamente en los 
antígenos SAG1, SAG3 y SRSs de T. gondii. Estos hallazgos sugieren que estas 
cisteínas probablemente están involucradas en la formación intramolecular de 
puentes disulfuro y su conservación podría indicar que estas proteínas tienen un 
patrón similar en su conformación tridimensional (Howe y Sibley, 1999). La 
detección de estas modificaciones post-traduccionales en la superficie de los 
bradizoítos de N. caninum hace que sea necesario investigar con mayor 
profundidad el efecto de las mismas, ya que esta conformación podría estar 
implicada en la unión de los taquizoítos a receptores y en la interacción con la 
respuesta inmune del hospedador (Ajioka y Soldati, 2008). 
 
Tras identificar las regiones correspondientes a las pro-proteínas de NcSAG4 
y NcBSR4 (sin péptido señal en el extremo amino), éstas fueron clonadas y 
expresadas en células Rosetta (DE3) pLysS de Escherichia coli ya que estas células 
portan copias de RNA de transferencia poco comunes, usada por organismos 
cuyo genoma es rico en adenina y timina, como ocurre con los parásitos 
apicomplejos (Loyevsky y col., 2003).  
 
Por otro lado, se investigó la inmunoreactividad de la proteína recombinante 
rNcSAG4 utilizando sueros procedentes de vacas infectadas naturalmente con N. 
caninum y muestras de suero y fluidos fetales de terneros infectados 
congénitamente y de fetos abortados en el último tercio de preñez, 
respectivamente. La inmunocompetencia del feto bovino a partir de los 5 meses 
(Osburn, 1988) permitiría el acantonamiento del parásito en los quistes tisulares 
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tras la transformación del taquizoíto en bradizoíto, tal y como ha sido 
previamente descrito en la bibliografía (Barr y col., 1991; Ogino y col., 1992; 
Piergili y col., 2000). En ese sentido, las expectativas coincidieron con los 
resultados observados, al encontrar anticuerpos frente a NcSAG4 en las muestras 
de animales infectados congénitamente, subrayando el papel de esta proteína en 
la respuesta inmune inducida por el bradizoíto, probablemente durante su 
conversión, cuando se establece una infección persistente. Asimismo, estos 
resultados apuntan a que la proteína recombinante NcSAG4 mantiene su 
inmunogenicidad. 
 
A fin de confirmar la expresión específica de NcSAG4 y NcBSR4 durante el 
estadio de bradizoíto, se llevó a cabo la técnica de inmunofluorescencia usando 
suero policlonal de origen murino desarrollado frente la proteína recombinante 
rNcSAG4 ( NcSAG4). Además, se usaron las técnicas de inmunofluorescencia, 
inmunomicroscopía electrónica e inmunohistoquímica utilizando un suero 
policlonal de conejo producido frente a la rNcBSR4 ( NcBSR4). Los sueros se 
probaron en cultivos inducidos para la producción in vitro de bradizoítos 
utilizando la técnica previamente estandarizada (Risco-Castillo y col., 2004), con 
la que se esperaba obtener una media de conversión de alrededor del 50%, 
utilizando BAG1 como marcador específico de bradizoíto. Para la 
inmunomicroscopía electrónica se utilizaron bradizoítos producidos en 
queratinocitos, en donde los bradizoítos aparentemente serían capaces de 
alcanzar un mayor grado de madurez (Vonlaufen y col., 2002b). 
 
Los resultados indicaron que el gen NcSAG4 se expresa de manera específica 
en el estadio de bradizoíto de N. caninum, tal y como ocurre con su ortólogo 
TgSAG4, con una media del 58,2% de vacuolas parasitóforas expresando esta 
proteína al día 7 post-estrés. Como se ha resaltado anteriormente, la conversión 
de taquizoíto a bradizoíto en N. caninum es un proceso progresivo e individual 
que se alcanza en diferentes tiempos dentro de una misma vacuola parasitófora 
(Risco-Castillo y col., 2004); en el que algunos antígenos específicos de taquizoíto 
o de bradizoíto son expresados por el mismo parásito durante un breve periodo 
de tiempo, hasta alcanzar su completa maduración. Bajo esta premisa, la co-
localización de SAG1 y SAG4 en algunas vacuolas parasitóforas durante este 
ensayo se considera un hallazgo normal, observándose posteriormente una 
disminución en la intensidad del marcado con SAG1 en algunos parásitos que 
expresaban SAG4 al día 7 post-estrés. 
 
Por otro lado, tras 5 días de tratamiento, se observó por inmunofluorescencia 
que los parásitos reaccionaban frente a NcBSR4 sólo si había escasa o nula 
reactividad con SAG1. La transformación in vitro se confirmó mediante la 
detección de parásitos positivos a BAG1 que también lo fueron a NcBSR4. Este 
resultado indica que NcBSR4 se produciría sólo cuando el bradizoíto ha 
completado su transformación. Además, bradizoítos cultivados durante 8 días en 
queratinocitos expresaban NcBSR4 en su superficie y en la matriz del 
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pseudoquiste. Estas observaciones se complementaron con los resultados 
obtenidos por inmunohistoquímica, en donde prácticamente todos los bradizoítos 
maduros alojados dentro de un quiste tisular del encéfalo de un ternero 
congénitamente infectado fueron reconocidos por el suero NcBSR4. 
 
En cuanto a la regulación en la expresión de estos genes, los parásitos 
apicomplejos poseen una colección particular de factores de transcripción, que 
pueden regular la expresión de genes específicos de estadio y modular la 
expresión génica de una forma temprana o tardía (Yang y Parmley, 1997; Balaji y 
col., 2005). Por ello, se llevó a cabo la cuantificación relativa del ARN mensajero 
transcrito en bradizoítos producidos in vitro, lo que reveló una expresión que 
aumentaba a lo largo del ensayo de transformación, de forma temprana en el caso 
de NcSAG4 y tardíamente para NcBSR4, confirmándose lo observado por 
imunofluorescencia e inmunohistoquímica. Los resultados obtenidos sugieren 
que tanto NcSAG4 como NcBSR4 son regulados durante su transcripción, tal y 
como sucede con TgSAG4 (Odberg-Ferragut y col., 1996) y TgSRS9 (Cleary y col., 
2002; Van y col., 2007). Esto también se ha observado en otros genes específicos de 
bradizoíto como TgLDH2, capaz de ver incrementada su transcripción hasta 50 
veces más en bradizoítos que en taquizoítos (Yang y Parmley, 1997).  
 
Por otro lado, en otros genes específicos de bradizoíto de T. gondii se ha 
sugerido la posibilidad de una regulación post-transcripcional, tal y como 
ocurriría con TgBSR4, cuya expresión se ve incrementada durante la fase de 
bradizoíto aunque la presencia de transcritos es igualmente abundante en ambos 
estadios del parásito (Knoll y Boothroyd, 1998; Van y col., 2007). Estudios previos 
muestran que el antígeno de superficie p36 (Tomavo y col., 1991) sería codificado 
por el gen TgBSR4, expresado cuando el parásito se transforma en bradizoíto, 
pudiendo mostrar por inmunofluorescencia un comportamiento que varía entre 
aislados. Así, mientras que todos los aislados transcriben este gen, solo algunos 
expresarían la proteína correspondiente (Knoll y Boothroyd, 1998). No obstante, 
recientemente se ha sugerido que el anticuerpo monoclonal P36 reconoce de 
manera específica el antígeno de superficie TgSRS9, aunque puede reaccionar de 
forma cruzada con la proteína TgBSR4 (Van y col., 2007). 
 
El análisis de los genes que se expresan SRSs en T. gondii ha revelado que 
éstos se encuentran dispersos a lo largo del genoma en agrupaciones multigénicas 
distribuidas en tándem y que el sitio de inicio de la transcripción está en igual 
orientación para cada gen dentro del mismo grupo de genes (Jung y col., 2004). 
Este descubrimiento también podría aplicarse a N. caninum ya que el gen 
identificado como NcBSR4 recibe su nombre tras alinear y comparar las 
secuencias obtenidas en diversas bases de datos, mostrando la mayor identidad 
con TgBSR4. Adicionalmente, el análisis de secuenciaciones preliminares 
demostró una secuencia parecida a TgSRS9 (NcSRS9) situada 1,8 Kb después del 
extremo 3’ de la región codificante de NcBSR4, y una secuencia similar al 
pseudogen TgSRS5 (NcSRS5) que estaría 2 Kb antes del inicio de NcBSR4 (datos 
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no publicados), en una localización similar a la descrita para T. gondii (Cleary y 
col., 2002). Por último, las observaciones en N. caninum tanto por 
inmunofluorescencia e inmunohistoquímica como por RT-PCR cuantitativa 
concluyen que la expresión de NcBSR4 ocurriría en la fase final del estadio de 
bradizoíto, cuando el parásito ha completado su transformación. 
 
Cabe señalar que aparentemente la expresión específica durante el estadio de 
bradizoíto de genes SRS como TgSRS9 evitaría la inducción de una respuesta 
inmune potencialmente protectiva, mientras que la expresión específica de 
TgSAG1 en el taquizoíto impediría la eliminación de los bradizoítos por acción de 
la respuesta inmune, y minimizaría el efecto inmunopatológico en el hospedador 
(Kim y Boothroyd, 2005). Lamentablemente, aún falta conocer si los genes de 
bradizoítos expresados de manera tardía durante la conversión jugarían un papel 
adicional al reforzamiento de la evasión de la respuesta inmune. 
 
La investigación en proteínas específicas de bradizoíto permite comprender 
su papel en la conversión del parásito y su reactivación, y ayudar a desvelar los 
mecanismos por los que N. caninum es capaz de evadir la respuesta inmune del 
hospedador y favorecer la persistencia de la infección. En ese sentido, la 
caracterización de los antígenos de superficie NcSAG4 y NcBSR4 proporciona 
una herramienta prometedora a fin de identificar las particularidades propias de 
N. caninum y de reforzar las diferencias hasta ahora encontradas en la 
epidemiología y la asociación huésped-parásito respecto a T. gondii (Hemphill y 
col., 2006), lo que confirmaría la necesidad de proceder con cautela cuando se 
deseen aplicar en N. caninum mecanismos que solo han logrado elucidarse en T. 
gondii (Hemphill y col., 2006; Innes y Mattsson, 2007).  
 
Finalmente, estos hallazgos requieren un mayor análisis a fin de ampliar el 
conocimiento respecto al papel antigénico que los SRSs desempeñan durante la 
transformación taquizoíto-bradizoíto como mecanismo crítico para la persistencia 
del parásito en su hospedador intermediario hasta que llegue el momento en el 




























DEVELOPMENT OF AN EFFICIENT SYSTEM FOR IN VITRO PRODUCTION 
OF Neospora caninum BRADYZOITES 
 
First. It has been developed a new method for the in vitro production of N. 
caninum bradyzoites. This method for the production of easy-to-purify 
bradyzoites allows good yields of intermediate bradyzoites and a small 
percentage of “mature” bradyzoites. 
 
Second. The stress induction affects both the tachyzoites and the host cell in order 
to switch on appropriate signaling pathways and enhancing tachyzoite-to-
bradyzoite conversion in vitro. 
 
Third. The transformation of the parasite is a progressive, individual process 
achieved at distinct times within a single vacuole. This allows tachyzoite- and 
bradyzoite-specific antigens to be shared for a brief period on a single parasite 
until its maturation is complete. 
 
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE BRADYZOITE-
SPECIFIC GENES OF Neospora caninum 
 
First. The bradyzoite-specific SAG4 and BSR4 genes of N. caninum have been 
identified and characterized. These genes have being named after their 
homologues in T. gondii and are the first two genes described in this parasite 
stage, both encoding for glycosil-phosphatidil-inositol-anchored surface proteins. 
 
Second. The proteins coded by the genes NcSAG4 and NcBSR4 are produced 
early or late during bradyzoite transformation, respectively. 
 
Third. The recombinant protein NcSAG4 is recognized by the host in a similar 
fashion as the native antigen NcSAG4. This has allowed us to confirm that the 
host can develop an immune response against NcSAG4 when chronic phase of 





DESARROLLO DE UN SISTEMA EFICIENTE DE PRODUCCIÓN IN VITRO 
DE BRADIZOÍTOS DE Neospora caninum  
 
Primera. Se ha desarrollado un nuevo método para la producción in vitro de 
bradizoítos de N. caninum. Este método permite la obtención de bradizoítos, 
fáciles de purificar, y garantiza la recuperación de un porcentaje alto de 
bradizoítos intermedios, junto con cantidades bajas de bradizoítos aparentemente 
maduros.  
 
Segunda. Para la transformación in vitro taquizoíto-bradizoíto, el agente 
estimulante debe actuar tanto sobre el taquizoíto como sobre la célula 
hospedadora a fin de activar las vías de señalización apropiadas para que se inicie 
la transformación.  
 
Tercera. La transformación de taquizoíto a bradizoíto es un proceso gradual e 
individual que acontece en diferentes momentos dentro de una misma vacuola 
parasitófora. Esto permite que los antígenos específicos de estadio se expresen 
simultáneamente en un mismo parásito durante un periodo breve de tiempo, 
hasta que la transformación se completa. 
 
 
IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE GENES ESPECÍFICOS DEL 
ESTADIO DE BRADIZOÍTO DE Neospora caninum 
 
Primera. Se han identificado y caracterizado los genes específicos de bradizoíto 
SAG4 y BSR4 de N. caninum. La denominación de estos genes se ha realizado a 
partir de sus homólogos en T. gondii. Se trata de los primeros genes en ser 
descritos en el estadio de bradizoíto de este protozoo y ambos codifican proteínas 
de superficie unidos a la membrana por un anclaje de glicosil fosfatidil inositol. 
 
Segunda. Las proteínas codificadas por los genes NcSAG4 y NcBSR4 se expresan 
de forma temprana o tardía, respectivamente, durante la transformación a 
bradizoíto.  
 
Tercera. La proteína recombinante NcSAG4 es reconocida por el hospedador de 
forma similar a la proteína nativa NcSAG4. Este hecho ha permitido demostrar 
que el hospedador es capaz de desarrollar una respuesta inmune humoral frente 
a NcSAG4 que se inicia durante el establecimiento de la fase crónica de la 






















Neospora caninum es un parásito apicomplejo que ha sido identificado como 
una de las principales causas de aborto en ganado bovino y como responsable 
de enfermedad neuromuscular en diversas especies animales. Este protozoo 
está íntimamente relacionado con Toxoplasma gondii, con el que comparte la 
característica de poseer un ciclo biológico con tres estadios infectantes 
(esporozoíto, taquizoíto y bradizoíto) así como la habilidad para persistir por 
tiempo indefinido dentro del hospedador, formando quistes tisulares que 
contienen bradizoítos en su interior y que se mantienen latentes hasta su 
reactivación. 
 
La necesidad de disponer de un método que permitiese la producción in vitro 
de bradizoítos de N. caninum para estudiar con mayor detalle las 
características biológicas, genéticas e inmunogénicas de este estadio del 
parásito motivaron la primera parte de este trabajo (Capítulo II), en el que se 
comparó el efecto de diversos productos inductores de transformación 
taquizoíto-bradizoíto in vitro, utilizando el aislado Nc-Liverpool del parásito 
en un cultivo de células MARC-145. Para monitorizar la transformación 
taquizoíto-bradizoíto se utilizó la técnica de inmunofluorescencia doble con 
un anticuerpo monoclonal frente al antígeno de superficie específico de 
taquizoíto SAG1 ( SAG1) y un suero policlonal dirigido frente al antígeno 
intracitoplasmático específico de bradizoíto BAG1 ( BAG1). 
 
Se observó que el tratamiento diario con nitroprusiato sódico 70 M durante 
7 días conseguía el mayor rendimiento con la mejor tasa de transformación 
(58.1%). Con este trabajo, se ha obtenido un método alternativo, simplificado 
y con mayores ventajas para la producción de bradizoítos de N. caninum, 
usando un sistema de cultivo fácil de producir y mantener y con buenas 
perspectivas para la purificación de este estadio del parásito. 
 
Debido a que los taquizoítos y bradizoítos de N. caninum se distinguen, 
principalmente, por la expresión diferencial de antígenos específicos de 
estadio, y al interés que estos antígenos pueden tener en la cronopatología de 
la neosporosis, consideramos necesario abordar la identificación y 
caracterización de genes específicos del estadio de bradizoíto, utilizando 
como herramienta el sistema de producción in vitro de bradizoítos de N. 
caninum desarrollado en el capítulo II.  
 
En un primer paso, se decidió identificar el ortólogo del gen SAG4 de T. 
gondii (TgSAG4) en N. caninum (Capítulo III). Para ello se diseñaron 
oligonucléotidos degenerados y se utilizaron mediante PCR, para a 
continuación completar la secuencia obtenida mediante la técnica de paseo 
cromosómico, obteniéndose una secuencia nucleotídica con una ORF 
ininterrumpida de 522 pares de bases que codifica para una proteína con una 
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masa molecular estimada de 18.394 Da y un 69% de identidad con el antígeno 
TgSAG4. A continuación, se identificaron regiones hidrofóbicas en los 
extremos amino y carboxilo que coincidían con la localización de un posible 
péptido señal en el extremo amino, así como un sitio de anclaje de glicosil 
fosfatidil inositol en el extremo carboxilo. 
 
Tras producir la proteína NcSAG4 sin el péptido señal del extremo amino en 
un sistema de expresión procariota, esta proteína recombinante fue 
reconocida mediante western blot por el suero de terneros congénitamente 
infectados. Además, se produjo suero policlonal de ratón frente a rNcSAG4 
para realizar estudios de inmunofluorescencia que revelaron la expresión 
específica de NcSAG4 en bradizoítos producidos in vitro a partir del primer 
día post-estrés. También se analizaron muestras de ARN de bradizoítos 
obtenidos en un ensayo de transformación in vitro y se demostró la 
transcripción temprana de NcSAG4 y su incremento con el paso del tiempo, 
lo que sugiere la regulación positiva de este gen durante la transformación a 
bradizoíto. 
 
En una segunda fase, se continuó con la identificación y caracterización de un 
nuevo gen específico de bradizoíto de N. caninum, ortólogo de TgBSR4 de T. 
gondii y que en este parásito se expresaría tardíamente durante la 
transformación a bradizoíto (Capítulo IV). Para ello, se diseñó un par de 
nucleótidos basados en la secuencia NcEST3c28h02 de N. caninum, que 
comparte un 44% de similitud con el gen TgBSR4 y se usaron las técnicas de 
paseo cromosómico y PCR, obteniéndose una secuencia con una ORF 
ininterrumpida de 1227 pares de bases que codifica una proteína con un 66% 
de similitud con el antígeno TgBSR4 y que posee en sus extremos un posible 
péptido señal en el extremo amino y un sitio potencial para el anclaje de 
glicosil fosfatidil inositol en el extremo carboxilo.  
 
Después de producir la proteína recombinante con la fracción de NcBSR4 sin 
el péptido señal en un sistema de expresión procariota, se le utilizó para 
obtener en conejos un suero policlonal frente a la misma, a fin de demostrar 
por inmunomarcado la expresión específica de estadio del antígeno NcBSR4 
en bradizoítos de N. caninum producidos in vivo (inmunohistoquímica de 
quiste en encéfalo de ternero) e in vitro (inmunofluorescencia). En paralelo, el 
análisis y cuantificación de la expresión de NcBSR4 mediante RT-PCR mostró 
un ligero incremento de transcritos de NcBSR4 en bradizoítos generados 
durante la conversión in vitro de taquizoíto a bradizoíto, confirmando que 
este gen es expresado tardíamente durante la conversión a bradizoíto y que 
su transcripción depende de la completa transformación a dicho estadio.  
 
Cabe señalar que al comparar la secuencia genómica de NcSAG4 y NcBSR4 
entre diversos aislados de N. caninum no se encontraron polimorfismos entre 
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estos (capítulos III y IV), lo que indicaría la conservación de estos genes de 
superficie entre los diversos aislados de N. caninum.  
 
Los resultados obtenidos durante la ejecución de esta tesis doctoral han 
permitido la identificación y caracterización de antígenos específicos del 
estadio de bradizoíto de N. caninum, aportando a la comunidad científica 
nuevas herramientas que permitirán continuar con el estudio del papel de las 
proteínas de superficie en los mecanismos de persistencia y reactivación de 
este protozoo parásito y su posible papel en la evasión de la respuesta 





Neospora caninum is an apicomplexan parasite identified as a major cause of 
abortion in cattle and neurological disease in various animal species. It is 
closely related to Toxoplasma gondii and both exhibit a cell cycle which 
comprises three infective stages (sporozoite, tachyzoite and bradyzoite) and 
share the ability to persist indefinitely in latent stage within the host as a 
tissue cyst containing slow-dividing bradyzoites. 
 
The rationale for the development of a method that allows the in vitro 
production of N. caninum bradyzoites (Chapter II) was to allow the study in 
deep detail of the biological, genetic and antigenic characteristics of this 
parasite stage. In that sense, we evaluated the effect of different stress 
methods to induce in vitro tachyzoite-to-bradyzoite conversion using the Nc-
Liverpool isolate cultured in MARC-145 cells. A double-immunofluorescence 
assay using a monoclonal antibody against the tachyzoite antigen SAG1 
( SAG1) and a rabbit serum directed to the intracytoplasmic bradyzoite 
antigen BAG1 ( BAG1) was used to monitor tachyzoite-bradyzoite 
conversion. 
 
The treatment with 70 M sodium nitroprusside during 7 days attained the 
best yield together with the highest transformation rate (58.1%). In this work, 
we have developed an alternative, simplified, and more advantageous 
method for bradyzoite production of N. caninum, using a reliable cell culture 
system easy to handle and with promising capability of parasite purification. 
 
Additionally, we applied our in vitro system developed in chapter II for 
bradyzoite production in order to continue our study with the identification 
and characterization of bradyzoite-specific genes, for tachyzoites and 
bradyzoites of N. caninum are mainly recognized thanks to the differential 
expression of stage-specific antigens, and due to the importance of this 
antigens to the study the chronopathology of neosporosis.  
 
In a first step, we identified and cloned the NcSAG4 gene, orthologue to the 
Toxoplasma gondii TgSAG4 gene (Chapter III). Initially, degenerate 
oligonucleotides were designed based on the TgSAG4 protein amino acid 
sequence following the application of PCR and genome walking techniques 
until a single uninterrupted 522-bp ORF was obtained. This sequence 
encoded for a protein with a predicted molecular mass of 18.394 Da with high 
homology to the TgSAG4 antigen. Then, a putative signal peptide was found 
at the NH2-terminus, followed by a strongly hydrophilic region and an 





After cloning and producing the NcSAG4 protein lacking the putative signal 
peptide at the NH2-terminus in a prokaryotic expression system this 
recombinant protein was recognized using western blot by sera from 
congenitally infected cattle. A mouse polyclonal anti-rNcSAG4 serum was 
produced for immunofluorescence studies, and revealed stage-specific 
NcSAG4 antigen expression in in vitro-cultured bradyzoites from day 1 after 
stress onwards. Real-time reverse transcription-PCR analysis with samples 
from in vitro stage-conversion assay showed increasing levels of NcSAG4 
transcript over time, suggesting a developmental upregulation of this gene. 
 
In a second phase, we carried on with the identification and cloning of the 
NcBSR4 gene, the putative N. caninum orthologue to the T. gondii TgBSR4 
gene (Chapter IV). To isolate NcBSR4, genome walking PCR was performed 
on N. caninum genomic DNA using the expressed sequence tag 
NcEST3c28h02.y1 sequence, which shares a 44% identity with the TgBSR4 
gene, as a framework. Nucleotide sequencing of amplified DNA fragments 
revealed a single open reading frame that encodes a protein with high 
homology to the TgBSR4 antigen. A putative signal peptide was found at the 
NH2-terminus, followed by a hydrophilic region. At the COOH-terminus, a 
potential site for a glycosyl-phosphatidil-inositol anchor was identified. 
 
The recombinant NcBSR4 protein was produced in a prokaryotic expression 
system and a polyclonal serum against this recombinant protein was raised in 
rabbits, to further use it in immunolabelling assays either with in vivo 
(immunohistochemistry) or in vitro samples (immunofluorescence), 
demonstrating stage-specific expression of the NcBSR4 antigen. Furthermore, 
quantitative RT-PCR analysis showed a slight increase of NcBSR4 transcripts 
in bradyzoites generated during in vitro tachyzoite-to-bradyzoite stage-
conversion, suggesting that this gene is late expressed specifically at the 
bradyzoite stage and that its transcription relies on the complete switch to 
this stage. 
 
It is worthy to stress the absence of polymorphisms and therefore the high 
conservation of both genes between a number of isolates of N. caninum 
(chapters III and IV).  
 
All these results have allowed us the identification and characterization of 
surface antigens specific to the bradyzoite stage and provide the scientific 
community with new tools whereby the role of surface proteins in N. caninum 
and its mechanisms of latency and reactivation can be further investigated, as 
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